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RESUMO 
Diferentes micro-organismos podem estar relacionados à contaminação ou deterioração de 
alimentos, sendo Salmonella responsável por grande parte de surtos ocorridos. Surtos 
relacionados a diversos alimentos já foram relatados, mas sua ocorrência em alimentos de 
baixa atividade de água vem surpreendendo, uma vez que a redução deste fator é uma das 
medidas de controle utilizada pela indústria para evitar o desenvolvimento microbiano. O 
binômio tempo/temperatura também é um parâmetro importante para se evitar a multiplicação 
ou sobrevivência de micro-organismos, mas mudanças ocorridas na sua fisiologia e no 
comportamento genético, devido à sua adaptação ao ambiente, podem torna-los mais 
tolerantes a alguns tratamentos empregados na indústria de alimentos. Os testes desafio são 
adotados pela indústria como forma de avaliar o comportamento microbiano durante as etapas 
de processamento, bem como as formulações e condições de armazenamento e embalagem 
aplicadas ao produto. O desenvolvimento de um protocolo padrão para ser aplicado em 
alimentos com baixa atividade de água faz-se necessário, diante da possibilidade de 
sobrevivência de micro-organismos nestes produtos, incluindo cepas de Salmonella 
envolvidas em diversos surtos. Sendo assim, este trabalho avaliou a estabilidade de diferentes 
inóculos secos, armazenados em diferentes temperaturas ao longo do tempo, bem como a 
resistência de diferentes cepas de Salmonella sp. a dessecação, ao calor e sua capacidade de 
recuperação e crescimento após estresse. Para avaliar a estabilidade do inóculo seco, cinco 
cepas de diferentes sorotipos foram selecionadas de acordo com a sua associação a produtos 
de baixa aw e inoculadas em quatro veículos diferentes a fim de verificar a estabilidade em 
tempo e temperaturas pré-determinados. Já para os testes de resistência a dessecação, a 
aplicação de calor e a capacidade de recuperação e de crescimento após a reidratação de cepas 
estressadas foram utilizadas diferentes sorotipos isolados da cadeia produtiva de soja, um 
produto de baixa aw e com alto poder econômico. Para a estabilidade do inóculo seco, os 
resultados obtidos dos inóculos armazenados a 4 °C se mostraram mais estáveis, sendo a areia 
fina e a areia comum os melhores veículos dispersores, uma vez que o tempo para redução de 
1 log (δ) foi de 118 e 123 dias, respectivamente. A 25 °C somente o carbonato de cálcio foi 
estável em 150 dias e o seu δ foi de 13 dias. Este mesmo valor foi obtido para areia comum, 
mas a mesma foi quantificada no máximo em 90 dias. Pela análise de variância observou-se 
que a sobrevivência no inóculo seco difere em relação ao veículo utilizado e ao tempo de 
armazenamento e que apesar de ocorrer uma variação na aw, esta não influencia na 
estabilidade do inóculo. Para as análises de resistência, os resultados demonstram que ela está 
  
relacionada ao sorotipo estudado e ao tempo de dessecação. A redução das células tende a 
aumentar, quando são expostas por mais tempo ao estresse. As cepas S. Agona IOC 2305, S. 
Havana IOC 2310 e S. Schwarzengrund IOC 5691 se mostraram mais resistentes em todas as 
combinações testadas. Em relação à capacidade de recuperação das células dessecadas após 
reidratação, células expostas por maior tempo ao estresse tiveram menor redução da 
população microbiana quantificada. Isso provavelmente esta relacionado com o tempo de 
adaptação da célula e consequentemente, a ativação dos mecanismos de resposta ao estresse. 
Na avaliação do crescimento das cepas após reidratação, o aumento da temperatura e do 
tempo de dessecação influenciam diretamente na sobrevivência de Salmonella, aumentando-a. 
Por fim, na aplicação de calor, quanto maior a temperatura, maior a redução microbiana, mas 
nenhum dos binômios utilizados foi capaz de inativar completamente as células. A cepa S. 
Idikan foi a que se mostrou mais resistente a 100 °C tendo uma menor redução da população. 
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ABSTRACT 
Salmonella in low water activity foods: evaluation of protocol for dry inoculum 
preparation and determination of desiccation and heat resistance of different sources 
isolated from the production chain of soybean 
Different microorganisms may be related to food contamination or deterioration, with 
Salmonella being responsible for a large part of outbreaks. Outbreaks related to various 
foods had already been reported, but their occurrence in food of low life activity, since it 
is a factor reduction and one of the control measures for the industry to prevent the 
development of microbial. The time/temperature binomial is also an important parameter 
to avoid a multiplication or survival of microorganisms, but changes in their physiology 
and without genetic behavior, due to their adaptation to the environment, becomes more 
tolerant to some treatments used in the industry of food. The tests tested are adopted by 
the industry as a way of evaluating the microbial behavior during the processing steps, as 
well as the conditions and conditions of storage and packaging applied to the product. 
The development of a standard protocol to be applied in foods with low water activity is 
necessary due to the possibility of survival of microorganisms in these products, 
including Salmonella strains involving several outbreaks. Thus, this work evaluated the 
stability of different dry inoculum, stored at different temperatures over time, as well as a 
resistance of different strains of Salmonella sp. desiccation, heat, and their ability to 
recover and grow after stress. To evaluate the stability of dry inoculum, five strains of 
different serotypes were selected according to their association to low and non-
inoculated products in four different vehicles in order to verify stability at predetermined 
time and temperatures. As for resistance and desiccation tests, a heat application and 
recovery capacity and a growth after rehydration of strains with different types of 
isolates from the soybean production chain, a low-cost and economical product. For 
stability of the dried inoculum, the results obtained from the inoculum stored at 4 ° C is 
better than one stage, being fine sand and common sand in the best dispersing vehicles, 
since the time to reduce 1 log (δ) was 118 and 123 days, respectively. At 25 ° C only the 
calcium carbon to stable in 150 days and its δ was of 13 days. This same value was 
obtained for common sand, but a same version quantified at most in 90 days. By the 
analysis of variance it was observed that the non-inoculum dry survival differs in relation 
to the vehicle used in the storage time and that despite a variation in aw, it does not 
 
  
influence the stability of the inoculum. For resistance analyzes, the results demonstrate 
that it is related to the serotype studied and the time of desiccation. Reducing the cells 
tends to increase when they are exposed to stress for longer. As strains S. Agona IOC 
2305, S. Havana IOC 2310 and S. Schwarzengrund IOC 5691 are more resistant in all 
combinations tested. Regarding the recovery capacity of the desiccated cells after 
rehydration, cells exposed for a longer time to stress had a smaller reduction of the 
quantified microbial population. This is related to the adaptation time of the cell and 
consequently, an activation of the mechanisms of response to stress. In the evaluation of 
the growth of strains after rehydration, the increase in temperature and the time of 
desiccation influence the survival of Salmonella, increasing it. Finally, in the application 
of heat, the higher the temperature, the greater the microbial reduction, but none of the 
binomials used and able to completely inactivate as cells. The strain S. Idikan was one 
that was more resistant to 100 ° C with a smaller population reduction. 
Keywords: Survival, stress, adaptation 
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INTRODUÇÃO GERAL 
 Salmonella é um dos principais micro-organismos patogênicos relacionados com a 
contaminação de alimentos. Conhecido a mais de 100 anos, possui duas espécies e diferentes 
sorotipos associados a doenças transmitidas por alimentos (DTA) em diversos países e são 
comumente associados à contaminação da matéria-prima e ao consumo de alimentos crus e 
mal cozidos, como ovos e carne, por exemplo. Esse micro-organismo é amplamente 
distribuído na natureza, tendo como principal reservatório o trato intestinal do homem e 
animais, principalmente aves e suínos (ALBA; BRAVO; MEDINA, 2012; CDC, 2016; 
KRAPF; GANTENBEIN-DEMARCHI, 2010; PODOLAK et al., 2010). Apesar disso, são 
cada vez mais comuns os relatos sobre a ocorrência de surtos de salmonelose associados a 
alimentos de baixa atividade de água. Nas últimas décadas foram confirmados surtos causados 
pelo consumo de amêndoas, chocolate e manteiga de amendoim, por exemplo. Em 2004, 29 
pessoas ficaram doentes pelo consumo de amêndoas contaminadas no Canadá (CDC, 2004). 
Nos EUA, surtos com manteiga de amendoim foram relatados em 2007, 2009 e 2012, sendo o 
maior deles em 2009 onde 714 pessoas ficaram doentes (CDC, 2007, 2009, 2012). Já na 
Europa, dois surtos relacionados ao consumo de chocolate ocorreram, em 2001 439 pessoas 
foram acometidas e em 2006, 59 ficaram doentes (HPA, 2006; WERBER et al., 2005).  Sabe-
se que há um grande número de subnotificações de doenças associadas ao consumo de 
alimentos e água contaminados. No Brasil não é diferente, além disso, os surtos começaram a 
ser relatados apenas em 1999. Nos últimos 10 anos, cerca de 25 % dos casos de infecção 
alimentar notificados foram relacionados a contaminação por Salmonella sp, sendo associados 
a diversos alimentos, incluindo os de baixa aw, como doces ou sobremesas e alimentos a base 
de cereais, farináceos e derivados (BRASIL, 2017). Devido à ocorrência destes surtos, 
tornam-se evidentes os desafios, tanto para a indústria quanto para as agências reguladoras, do 
controle de Salmonella em alimentos com baixa atividade de água (CDC, 2016; MAJOWICZ 
et al., 2010). 
Para melhorar a estabilidade dos alimentos e inativar as células bacterianas é muito 
utilizado a aplicação de estresse físico, porém os micro-organismos estão em constante 
adaptação e, mudanças em relação ao seu mecanismo fisiológico e comportamento genético 
estão propensas a ocorrer, tornando-os adaptados a a algumas condições físicas extremas 
(BEALES, 2004). A cinética microbiana tem importância para a garantia da segurança dos 
alimentos. Descrevê-la, implica em avaliar a variabilidade do crescimento e o comportamento 
17 
 
das diferentes cepas de micro-organismos, de acordo com um determinado grupo de alimento 
e nos mais variados processamentos que envolvem tais produtos. Parâmetros como tempo e 
temperatura são importantes para predizer e determinar a sobrevivência, multiplicação e 
inativação de tais micro-organismos, desde o recebimento da matéria prima, processamento e 
armazenamento (HIMATHONGKHAM et al., 1999; LIANOU; KOUTSOUMANIS, 2011).  
O consumo de alimentos contendo pequenas quantidades de células bacterianas é 
suficiente para causar uma infecção. A aplicação de testes desafio é uma boa alternativa para 
indústria assegurar a inocuidade do seu produto, uma vez que eles permitem estudar o 
comportamento do micro-organismo as condições de controle aplicadas.  A redução da aw é 
uma das medidas de controle, mas como mostrado anteriormente, sabe-se que  Salmonella é 
capaz de sobreviver nessas condições. Junto com a redução da aw, tratamentos térmicos como 
forma de eliminação do micro-organismo também são utilizados, mas estudos já realizados 
constataram que a penetração de calor durante um processamento térmico do alimento não é 
uniforme e dessa forma, pode não eliminar todas as possíveis contaminações existentes. 
Diante disso, a indústria de alimentos tem buscado testes que possam ser realizados 
durante o processamento de seus produtos e que demonstrem a eficiência ou não do seu 
processamento, da sua formulação ou embalagem utilizadas. Sendo assim, o desenvolvimento 
de um protocolo para aplicação em alimentos de baixa aw e que podem apresentar possíveis 
contaminações microbianas, incluindo Salmonella sp.,  são importantes e essenciais para a 
garantia da segurança dos alimentos. Testes para avaliação da resistência térmica e à 
dessecação da Salmonella também são importantes, uma vez que irão possibilitar a adequação 
das condições de processamento do produto visando à segurança alimentar.   
 
 
 
 
 
 
18 
 
 
 
 
 
 
Revisão Bibliográfica 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
19 
 
Salmonella sp. 
 Pertencente à família Enterobacteriaceae, o gênero Salmonella possui duas espécies 
(S. enterica e S. bongori), mais de 2500 sorotipos e está diretamente associado às DTA. 
Habitante natural do trato intestinal de humanos e animais, Salmonella é definido como um 
bacilo Gram negativo, móvel, não esporulado, anaeróbio facultativo e com temperatura ótima 
de crescimento de 37 a 43 °C. Fermentador de carboidratos (exceto lactose e sacarose) é 
capaz de produzir gás na presença de glicose; oxidase negativa e catalase positiva; com 
crescimento em uma ampla faixa de pH (3,8 – 9,5) e aw  ≥ 0,94 (SILVA et al., 2017). 
 A infecção causada por Salmonella (exceto o sorotipo Typhi) pode atingir cerca de um 
milhão de pessoas, sendo que nos EUA a cada ano 20 mil casos em média resultam em 
hospitalização do paciente. Os sintomas da salmonelose costumam aparecer entre 6 – 48 h 
após a ingestão do alimento contaminado e a dose infectante pode ser muito baixa, cerca de 1 
– 10 células (D’AOUST et al., 1975; JARVIS et al., 2016; SCALLAN et al., 2011).  
Algumas cepas são mais resistentes ao calor que outras. A resistência térmica pode 
variar de acordo com alguns parâmetros intrínsecos do alimento, como a composição, 
presença de açúcar, água e pH, por exemplo. O sorotipo, as condições em que os micro-
organismos são expostos aos tratamentos e os constituintes do meio, também influenciam na 
sensibilidade ao calor. A baixa aw pode ser uma barreira à multiplicação de células vegetativas 
bacterianas de diferentes patógenos, mas quando o alimento apresenta baixa aw, a resistência 
ao calor aumenta (BELL;; KYRIAKIDES, 2002; HIMATHONGKHAM et al., 1999; SILVA 
et al., 2017).  Sob pH baixo a resistência ao calor é reduzida. O pH considerado ótimo para  
multiplicação de Salmonella é próximo de 7,0. O tipo e a natureza do ácido utilizado para 
acidificação influencia nesta faixa de pH. A maioria dos sorotipos não vão crescer em pH 
abaixo de 3,8 e acima de 9,5 (BELL;; KYRIAKIDES, 2002; SILVA et al., 2017). 
Resposta de Salmonella ao estresse  
A multiplicação da Salmonella é dependente da quantidade de nutrientes disponíveis e 
das condições ótimas do ambiente como temperatura, pH, níveis de oxigênio e solutos. Como 
forma de sobrevivência a bactéria está apta a responder a alguns tipos de estresse. A resposta 
da Salmonella a diversas condições de estresse pode ter impacto na taxa de multiplicação e no 
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período de sobrevivência, bem como na sua virulência/patogenicidade (LIANOU; 
KOUTSOUMANIS, 2013). 
Ao longo do tempo, a bactéria pode entrar em um estado de latência e assim sobreviver 
por um longo período em condições não ótimas para sua multiplicação. O estresse decorrente 
da aplicação de altas temperaturas, por exemplo, apresenta diferentes efeitos no citoplasma e 
no envelope celular de bactérias Gram negativas. Uma das formas de controle a este estresse é 
feito pelo fator sigma, um regulador global que altera a especificidade da RNA polimerase. 
Além disso, o fator sigma codifica proteínas como as chaperonas e proteases citoplasmáticas 
que podem contribuir para a virulência de Salmonella. Alguns fatores sigma direcionam a 
transcrição para a produção de proteínas de estresse, responsáveis pelo aumento da resistência 
e da possibilidade de sobrevivência a mudanças ambientais. (SPECTOR; KENYON, 2012).  
O estresse causado pelo processo de dessecação tem sua importância, devido à perda de 
água afetar diretamente a sobrevivência e resistência de Salmonella em superfícies e produtos 
alimentares. Comparado ao estresse térmico, pouco se sabe sobre o mecanismo de resposta ao 
estresse de dessecção, no entanto, sabe-se que existe uma sobreposição nas respostas celulares 
induzidas com a dessecação que reagem também contra outros tipos de estresses como 
osmótico e oxidativo, por exemplo (GRUZDEV; PINTO; SELA, 2011). Os mecanismos de 
resposta podem ser extra ou intracelulares. No âmbito extracelular, a presença de 
exopolissacarídeos e estruturas proteicas auxiliam na redução da perda de água pela célula, 
aumentando a sobrevivência de Salmonella a condições em que a aw é reduzida. Em relação a 
defesas intracelulares, a presença da trealose tem sido relatada como auxiliar na manutenção 
da estrutura e função de proteínas e lipídeos de membrana durante a dessecção, uma vez que 
ela pode substituir a água em condições extremas de secagem, prevenindo a desnaturação 
proteica e estabilizando alguns componentes de membrana (SPECTOR; KENYON, 2012).  
Surtos de Salmonella sp. associados a alimentos de baixa atividade de água  
As doenças causadas por Salmonella podem ser divididas em três grupos: Salmonella 
Typhi (febre tifoide), Salmonella Paratyphi (febre entérica) e, demais sorotipos (enterocolites 
ou salmoneloses). A salmonelose é uma doença causadora de gastroenterite em humanos, 
caracterizada pela infecção do cólon, diarreia, dores abdominais, febre, náuseas, vômito, entre 
outros sintomas (SILVA et al., 2017). É comum que as pessoas que ingeriram alimentos 
contaminados por Salmonella apresentem sintomas como diarreia, febre e cólicas abdominais 
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entre 12 - 72h após a ingestão, podendo permanecer por 4 a 7 dias, muitas vezes sem 
necessidade de tratamento medicamentoso. Crianças, idosos e indivíduos 
imunocomprometidos estão mais susceptíveis a apresentar os sintomas da doença ao 
ingerirem alimentos contaminados, podendo ser fatais em alguns casos (CDC, 2016). 
Segundo o CDC, cerca de 1,2 milhões de DTA ocorridas por ano nos EUA são causadas 
por Salmonella, sendo que os sorotipos S. Typhimurium e S. Enteritidis são os mais presentes. 
No Brasil, a última atualização do Ministério da Saúde (maio/2017) traz 7170 surtos de 
origem alimentar notificados entre os anos de 2007 e 2017, sendo que 70,6% não tiveram sua 
causa identificada. Dentre os 29,4% identificados, 95,6% foram causadas por bactérias, sendo 
25,5% por Salmonella sp. Entre os produtos associados, cerca de 4% dos surtos estão 
relacionados a alimentos com baixa aw, como doces ou sobremesas e alimentos a base de 
cereais, farináceos e derivados (BRASIL, 2017)(BRASIL, 2017; CDC, 2016). 
A transmissão de doenças pode ocorrer por alimentos e água contaminados ou por 
contato com fezes de animais infectados. O cozimento inadequado, a contaminação cruzada 
de produtos e o abuso de condições de temperatura durante processamento e estocagem dos 
alimentos são os principais fatores para causar salmonelose (CDC, 2016; JUNEJA; EBLEN; 
MARKS, 2001).  
O consumo de alimentos contendo somente uma célula da bactéria pode ser suficiente 
para causar a infecção (D’AOUST et al., 1975) e a maior parte dos alimentos de baixa aw não 
necessitam de etapas de cozimento para seu consumo, além de apresentarem longa vida de 
prateleira. Consequentemente, a presença de células de Salmonella em alimentos de baixa aw 
pode causar surtos prolongados com impacto em grande número de pessoas (FARAKOS; 
FRANK; SCHAFFNER, 2013). 
Os tratamentos realizados com os alimentos durante seu processamento têm o objetivo 
de inativação e/ou redução microbiana, tornando assim o alimento seguro para consumo.  
Como referência aos tratamentos realizados com foco na Salmonella alguns órgãos definiram 
o mínimo de reduções que seriam necessárias para que o micro-organismo não fosse capaz de 
causar nenhuma doença ao consumidor (Tabela 1). 
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Tabela 1. Valores mínimos para redução de Salmonella sp. em produtos de baixa aw 
durante tratamentos térmicos  
Alimento Redução necessária Referência 
Amêndoas 4 log (ABC), 2007)  
Amendoim 5 log (FDA, 2009)  
Cacau 4-5 log (NCACC, 2011)  
 
A redução da aw é uma das formas de conservação dos alimentos e vem sendo relatada 
há muitos anos (BROWN, 1976). A atividade de água pode ser definida como a relação 
existente entre a pressão de vapor de água em um alimento comparada a pressão de vapor da 
água pura em uma determinada temperatura. Esta pode variar de 0 a 1, sendo 1 igual a aw da 
água pura (FDA, 1984). Como definido anteriormente, Salmonella é capaz de crescer em aw  
≥ 0,94, mas existem estudos que apresentam sua capacidade de sobrevivência em alimentos 
com aw inferiores a este limite (HOKUNAN et al., 2016; KATAOKA et al., 2014; LIAN et 
al., 2015). 
Acredita-se que a redução da aw possa aumentar a resistência de Salmonella, o que 
favoreceria sua sobrevivência e a ocorrência de surtos nesses tipos de alimentos (D’AOUST, 
1977). Estudos demonstraram sua capacidade de sobrevivência em diferentes alimentos de 
baixa aw como: biscoitos (BEUCHAT; MANN, 2015), nozes (BLESSINGTON; THEOFEL; 
HARRIS, 2013), amêndoas (UESUGI; DANYLUK; HARRIS, 2006), condimentos 
(BOWMAN et al., 2015), chás (KELLER et al., 2015), pasta de frango (SHRESTHA; 
NUMMER, 2016), leite em pó, chocolate, manteiga de amendoim e cereais (PODOLAK et 
al., 2010). Além da capacidade de sobreviver nesses alimentos, alguns deles já foram 
relatados como fonte de contaminação para surtos ocorridos (Tabela 2). Diante disso, tornou-
se necessário investigar se a contaminação de alimentos com baixa aw ocorre por via 
secundária, como contaminação por manipuladores, matéria – prima, ambiente fabril, por 
exemplo, uma vez que o micro-organismo necessita de uma umidade alta para se multiplicar, 
mas para sobreviver este valor não é exigido (TORLAK; SERT; SERIN, 2013). 
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Tabela 2. Surtos causados por Salmonella sp. relacionados a alimentos de baixa aw  
Sorotipos Matriz 
Nº casos 
Ano Localização Referência 
Eastbourne Chocolate 80 1973 EUA (CRAVEN et al., 
1975) 
 
Eastbourne Chocolate 39 1973 Canadá 
Eastbourne Chocolate 95 1975 Canadá 
(D’AOUST et al., 
1975) 
Napoli Chocolate 245 1982/1983 Reino Unido (GILL et al., 1983) 
Napoli Chocolate 42 1983 Reino Unido 
(GREENWOOD; 
HOOPER, 1983) 
Nima Chocolate 24 1986 Canadá (HOCKIN et al., 1989) 
Typhimurium Chocolate 349 1990 Noruega (KAPPERUD et al., 
1990) Typhimurium Chocolate 12 1989 Finlândia 
Oranienburg Chocolate 439 2001 Alemanha 
(WERBER et al., 
2005) 
Montevideo Chocolate 59 2006 Reino Unido (HPA, 2006) 
Mbandaka 
Manteiga de 
amendoim 
15 1996 Austrália (SCHEIL et al., 1998) 
Agona 
Sanduiche com 
manteiga de 
amendoim 
2200 1996 
Israel, 
Inglaterra e 
EUA 
(KILLALEA et al., 
1996) 
Tennessee 
Manteiga de 
amendoim 
425 2007 EUA (CDC, 2007) 
Typhimurium 
Manteiga de 
amendoim 
714 2009 EUA (CDC, 2009) 
Bredeney 
Manteiga de 
amendoim 
42 2012 EUA (CDC, 2012) 
 
Como visto na Tabela 2, desde 1970 diversos surtos de Salmonella envolvendo 
alimentos de baixa aw foram reportados. Alguns deles, como o ocorrido com manteiga de 
amendoim em 1996 e que atingiu 2200 pessoas, por exemplo, poderiam ter sido evitados se a 
empresa tivesse um plano de controle de qualidade e aplicasse as normas descritas pelo 
programa de análise de risco e pontos críticos de controle (APPCC). Neste caso, o controle foi 
realizado com o recolhimento de nove marcas que pertenciam a esta unidade fabril  
(BURNETT et al., 2000; SCHEIL et al., 1998). 
Diante da ocorrência desses surtos, ficou claro que a melhor forma de prevenção de 
possíveis DTA é o investimento em Boas Práticas de Fabricação (BPF) e outras medidas de 
segurança de alimentos (CHANG; SREEDHARAN; SCHNEIDER, 2013; NUMMER; 
SHRESTHA; SMITH, 2012).  
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Sobrevivência em alimentos de baixa aw e resistência térmica de Salmonella sp. 
Salmonella é capaz de sobreviver em uma ampla faixa de condições e também durante o 
processamento térmico. Diversos produtos de baixa aw associados à salmonelose confirmam 
essa resistência, que por sua vez pode ser associado à interação das células bacterianas com os 
componentes intrínsecos dos alimentos (BERMÚDEZ-AGUIRRE; CORRADINI, 2012; 
FARAKOS; FRANK; SCHAFFNER, 2013).  
As moléculas de água presentes no alimento influenciam a inativação dos micro-
organismos. A interação das células com a água, associada à aw e com componentes não 
aquosos a um nível macroscópico oferecem efeito protetor ao micro-organismo (FARAKOS; 
FRANK; SCHAFFNER, 2013). Além da influência da aw na sobrevivência de Salmonella ao 
processamento térmico, outros fatores são um desafio para a indústria de alimentos, como as 
alterações nas formulações e nas características intrínsecas dos alimentos (DOYLE; 
MAZZOTTA, 2000).  
Dentre os fatores que afetam a resistência térmica da Salmonella, a temperatura é um 
dos parâmetros de maior significância. Outros elementos também afetam tal resistência, como 
a composição físico química dos alimentos (pH, umidade, aw  acidificação, teor de sólidos, 
gorduras), condições de crescimento (composição química do meio de aquecimento, 
temperatura) e características da cepa (idade, número de células presentes, característica 
individual dos sorotipos) (BLACKBURN et al., 1997; DOYLE; MAZZOTTA, 2000; KAUR 
et al., 1998; NG; BAYNE; GARIBALDI, 1969; PODOLAK et al., 2010).   
A sobrevivência da Salmonella em produtos desidratados ocorre devido às células 
permanecerem em um estado de baixa atividade metabólica que é retomada ao retornar a 
condições ambientais favoráveis de crescimento (PODOLAK et al., 2010). O choque térmico 
faz com que as bactérias produzam proteínas que lhes permitem sobreviver melhor em 
condições adversas. A avaliação clara da resistência térmica em alimentos de baixa aw pode 
ser dificultada devido ao ambiente seco e também a toxicidade dos umectantes e solutos 
inseridos na matriz do alimento. Outros fatores como o estado fisiológico do organismo e o 
tipo de crescimento influenciam na escolha do método de inativação (MA et al., 2009). 
Algumas características de alimentos como o chocolate, que possui baixa aw (0,3 – 0,5) 
e alto teor de gordura (≥ 20 %) e açúcar (60 %), e a pasta de amendoim, cuja aw é 0,20 - 0,40 e 
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gordura 50 – 52 % contribuem para a resistência térmica e sobrevivência de Salmonella 
durante a estocagem (ICMSF, 2011). Esta resistência associada à baixa aw é também 
influenciada pela composição da matriz e pela presença de diferentes solutos (MATTICK et 
al., 2001). Além disso, há relatos de que a combinação dos fatores - baixa aw e alto teor de 
gordura em alimentos - tem um efeito sinergético na sobrevivência de Salmonella (KELLER 
et al., 2012; KRAPF; GANTENBEIN-DEMARCHI, 2010; NASCIMENTO et al., 2012; 
SHACHAR; YARON, 2006). Este alto teor de gordura apresenta um efeito de proteção das 
células de Salmonella contra o ataque do suco gástrico (estômago) quando ingerido o 
alimento, o que permite as células se colonizarem no intestino delgado e produzir os sintomas 
clínicos, mesmo quando o número de células presente no produto for muito baixo (CRAVEN 
et al., 1975; D’AOUST, 1977; GREENWOOD; HOOPER, 1983). 
Apesar das altas temperaturas utilizadas nos tratamentos térmicos durante o 
processamento do chocolate, vários estudos indicam que Salmonella pode não ser inativada 
durante a fabricação e pode persistir durante a estocagem (GOEPFERT; ISKANDER; 
AMUNDSON, 1970; HA et al., 2013; KILLALEA et al., 1996; NASCIMENTO et al., 2013; 
TAMMINGA et al., 1977). A sobrevivência e persistência de Salmonella em chocolate e 
pasta de amendoim por um período de até 19 meses foram reportadas em diversos estudos 
(tabela 3). 
Apesar da existência de estudos que demostram a sobrevivência de Salmonella em 
alimentos de baixa aw e o seu comportamento em relação aos testes de inativação, ainda se faz 
necessário estudos que demonstrem a resposta do micro-organismo a condições de estresse a 
nível molecular, além do desenvolvimento de modelos que predigam a cinética de 
multiplicação/inativação de Salmonella em alimentos com baixa aw, uma vez que a redução 
desse parâmetro deveria contribuir para a ausência do micro-organismo no alimento.  
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Tabela 3. Estudos da sobrevivência de diferentes sorotipos de Salmonella sp. em 
alimentos com baixa aw. 
Produto Sorotipo Inóculo 
(log 
UFC/g) 
aw Tempo de 
sobrevivência 
Temperatura 
(ºC) 
Referência 
Chocolate ao 
leite 
Anatum 
50cél/ 
100g 
- 15 meses 20 
(BARRILE; 
CONE, 1970)  
Chocolate ao 
leite 
Typhimurium 3 0,38 9 meses 20 
(TAMMINGA 
et al., 1976) 
Eastbourne 3 0,41 > 9 meses 20 
Chocolate 
amargo 
 
Typhimurium 6 0,42 9 meses 20 
Eastbourne 6 0,44 9 meses 20 
Chocolate ao 
leite*
1
 
 
Eastbourne 2,5 - 19 meses 20 
(TAMMINGA 
et al., 1977)  Typhimurium 3 - 19 meses 20 
Manteiga de 
amendoim 
Coquetel*
2
 5,68 0,20 – 0,33 6 meses 5 ou 21 
(BURNETT et 
al., 2000)  
Manteiga de 
amendoim 
Tennessee*
3
  6 – 7 0,17 – 0,25 14 dias 4 ou 22 
(PARK; OH; 
KANG, 2008)  
Manteiga de 
amendoim  
Tennessee*
4
 e 
Typhimurium 
DT104 
8 0,3 – 0,6 12 meses 20 
(KATAOKA et 
al., 2014) 
       
*
1
 Chocolate ao leite com adição de leite em pó contaminado 
*
2
 S. Agona, S. Enteritidis, S. Montevideo e S. Typhimurium 
*
3 
S. Tennessee S13952, S13972 e S13999 
*
4 
Sorotipos de S. Tennessee isolados de surtos ocorridos com contaminação de manteiga de 
amendoim. 
 
Challenge test e preparo de inóculo para estudos de resistência térmica  
Challenge test ou teste desafio é uma técnica adotada pela indústria de alimentos para 
avaliar a robustez das formulações dos produtos alimentícios frente ao crescimento de micro-
organismos patogênicos ou deteriorantes (IFT, 2003). Através destes testes, estuda-se o 
comportamento de uma população microbiana quando inoculada em determinado alimento 
(ISO/TC 34/SC 9GW, 2015).  
Na condução dos testes desafio devem ser consideradas as possíveis formas de 
contaminação do alimento, durante e após o seu processo, o prazo de validade determinado 
pelo fabricante, além dos fatores intrínsecos como aw e pH, dentre outros. Além disso, 
consideram-se também as possíveis tecnologias de destruição dos micro-organismos e o 
histórico de inocuidade do alimento analisado (NACMCF, 2010).  
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Diferentes tipos de testes desafio podem ser realizados visando-se validar os 
procedimentos adotados durante o processamento, vida útil e preparo dos alimentos. Estes 
testes variam de acordo com o objetivo do estudo e dependem do tipo, processo e a análise de 
risco do produto. Os testes desafio podem ser conduzidos objetivando avaliar a inibição do 
crescimento ou inativação do micro-organismo alvo e podem ser realizados separadamente ou 
uma combinação de ambos (NACMCF, 2010).  
O teste desafio deve seguir um planejamento, para que seja executado de forma 
eficiente, uma vez que envolve muitas etapas a serem cumpridas (CURIALE; 
VESTERGAARD, 2001; NACMCF, 2010). Para o desenvolvimento de testes desafios em 
alimentos com baixa aw as principais dificuldades estão relacionadas a formulação e/ou 
preparo do produto, seleção dos micro-organismos, preparação e método de inoculação e a 
recuperação/contagem de sobreviventes. No que tange aos fatores relacionados ao produto, as 
seguintes variáveis devem ser consideradas: a preparação, variabilidade do processo produtivo 
(variação nos parâmetros intrínsecos do produto) e a presença de microbiota competitiva (IFT, 
2003; NACMCF, 2010).  
Para a seleção dos micro-organismos torna-se indispensável um conhecimento prévio 
sobre o alimento e seu histórico frente a sua comercialização (surtos e recalls). Para a 
realização de testes desafio em determinados produtos, alguns patógenos já são previamente 
conhecidos, no entanto é importante trabalhar com cepas que foram isoladas de alimentos 
envolvidos em surtos, de pacientes com sintomatologia característica e até mesmo aquelas que 
foram isoladas durante o recebimento da matéria – prima, processamento ou local de 
armazenamento (IFT, 2003).   
A falta de estudos que utilizem micro-organismos que já estão adaptados àquelas 
condições a serem estudadas, como no caso da sobrevivência de Salmonella em alimentos 
com redução da aw, foi um dos principais objetivos deste trabalho. No entanto, para utilização 
de micro-organismos nesses testes desafio, eles devem ser identificados quanto as suas 
características bioquímicas, sorológicas e/ou genéticas (ISO/TC 34/SC 9GW, 2015). Os testes 
desafio costumam ser desenhados com diversas cepas microbianas, geralmente 3 a 5 culturas 
são utilizadas individualmente ou combinadas. A utilização de um inóculo composto por 
diferentes cepas de um mesmo patógeno abrange a variabilidade do micro-organismo de 
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forma mais eficiente, além de avaliar o seu comportamento sobre as condições específicas do 
alimento (IFT, 2003; NACMCF, 2010).  
O inóculo deve ser o mais homogêneo possível, sendo que o momento de sua adição ao 
alimento deve ser feito de tal maneira que simule a contaminação da forma mais realista 
possível (IFT, 2003; NACMCF, 2010). Diante disso, a indústria de alimentos tem buscado 
testes que possam ser realizados durante o processamento de seus produtos e que demonstrem 
a eficiência ou não do seu processamento, da sua formulação ou embalagem utilizada. Sendo 
assim, o desenvolvimento de um protocolo para aplicação em alimentos de baixa aw e que 
podem apresentar possíveis contaminações microbianas, incluindo Salmonella sp., são 
importantes e essenciais para a garantia da segurança dos alimentos. Testes para avaliação da 
resistência térmica e à dessecação de Salmonella também são importantes, uma vez que irão 
possibilitar a adequação das condições de processamento do produto visando à segurança 
alimentar.  
Modelos preditivos 
Os modelos matemáticos são ferramentas utilizadas na compreensão do comportamento 
microbiano durante a inativação e representam uma ótima alternativa para o controle da 
segurança dos alimentos (KANDHAI et al., 2006; KOSEKI; MATSUBARA; YAMAMOTO, 
2009; STEWART et al., 2002).  
A cinética de inativação linear, considera que todas as células da população tem igual 
probabilidade de morte e mesma sensibilidade térmica (BUZRUL; ALPAS, 2004). É 
representada pelo modelo de Bigelow (BIGELOW; ESTY, 1920) através da relação entre o 
log da população e o tempo representado pela Eq. (1).  
  (Eq. 1) 
onde N é a população final (UFC/g)  no tempo t , N0 a população inicial (UFC/g)  e D o 
tempo necessário para causar uma redução decimal na população microbiana.  
A partir desta relação linear, é possível determinar o valor D, definido como o tempo 
necessário para reduzir em 90% a população microbiana a uma temperatura constante. A 
exposição da população microbiana a temperaturas mais altas produz uma diminuição no 
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valor de D. Outro importante parâmetro cinético é o valor Z, que descreve a resistência 
térmica dos micro-organismos e é definido como o aumento de temperatura necessário para 
causar uma diminuição de 90% no tempo de redução decimal D (SINGH; HELDMAN, 1995). 
O uso de modelos não lineares, que descrevem de forma mais real o comportamento de 
micro-organismos durante tratamento e inativação, incluem diferentes modelos e descrevem 
adequadamente diferentes formatos de curvatura. A cinética de inativação não linear 
considera a presença de subpopulações com diferentes sensibilidades ao calor, bem como 
outros desvios de linearidade mencionados. 
O modelo de Weibull descrito comumente pela Eq. (2) é utilizado para descrever 
adequadamente as curvas de inativação não linear de diferentes micro-organismos em 
condições experimentais diversas. O modelo pode ser apresentado de duas formas de acordo 
com a concavidade da curva - concavidade para cima (cauda) e concavidade para baixo 
(ombro) (BUZRUL; ALPAS, 2004; MAFART et al., 2002; VAN BOEKEL, 2002). 
O modelo de Weibull pode ser expresso pela seguinte equação: 
  (Eq. 2) 
onde Sé a fração de sobreviventes em um determinado tempo (t) , δ é o tempo 
necessário para ocorrer a primeira redução decimal e p é o parâmetro de curvatura do modelo. 
Quando o p = 1, o modelo segue uma cinética linear. Para p<1 e p >1 o modelo apresentará 
curvas de inativação côncavas ascendentes e descendentes, respectivamente.  
Autores sugerem que os parâmetros obtidos através da função de Weibull, como o 
cálculo do tempo de primeira redução decimal (MAFART et al., 2002) ou o tempo para 
reduzir o número de micro-organismos por um fator de 1 (VAN BOEKEL, 2002), sejam 
parâmetros análogos ao valor D (MAFART et al., 2002).  
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Avaliação de protocolo para inoculação a seco de Salmonella sp. e estabilidade do 
inóculo seco armazenado em diferentes temperaturas 
Marianna Miranda Furtado, César Faviero, Verônica Ortiz Alvarenga, Anderson 
Sant’Ana 
Laboratório de Microbiologia Quantitativa de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos, 
Universidade Estadual de Campinas, São Paulo, Brazil 
Resumo 
Salmonella é um dos principais patógenos relacionados a doenças transmitidas por alimentos 
e sua associação a surtos envolvendo produtos com baixa atividade de água é preocupante, 
uma vez que esta é uma das medidas de controle microbiológico e demostra a possibilidade de 
resistência em condições de estresse. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi desenvolver 
um protocolo para inoculação a seco, que fosse estável a sobrevivência de Salmonella e que 
pudesse ser utilizados nos testes desafio realizados pelas indústrias. O inóculo seco foi 
preparado em quatro veículos distintos: areia fina, areia comum, carbonato de cálcio e talco e, 
armazenado nas temperaturas de 4 e 25 °C para avaliação da sua estabilidade durante o tempo 
estimado, máximo de 180 dias. Dentre os inóculos preparados, o armazenamento a 4 °C 
apresentou maior estabilidade, sendo a areia fina e a areia comum os melhores veículos 
dispersores, uma vez que o tempo necessário para reduzir 1 log da população microbiana (δ) 
foi de 118 e 123 dias, respectivamente. Para o carbonato de cálcio e o talco, este tempo foi 
siginificativamente menor, sendo de 18 e 6 dias, respectivamente. A 25 °C somente o 
carbonato de cálcio foi estável em 150 dias; e o δ foi de 13 dias. Este mesmo valor foi obtido 
para areia comum, mas a mesma foi quantificada no máximo em 90 dias. A análise de 
variância de cada temperatura de armazenamento demonstrou que a sobrevivência de 
Salmonella do inóculo seco difere em relação ao veículo utilizado e ao tempo de 
armazenamento e que apesar de ocorrer uma variação na aw, esta não influencia na 
estabilidade do inóculo.  
 
 
Palavras-chave: atividade de água, sobrevivência, teste desafio 
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1. Introdução 
A contaminação microbiana de produtos de baixa atividade de água (aw) e a ocorrência 
de surtos envolvendo Salmonella sp. nesses alimentos tem sido relatada desde a década de 70 
(Barrile e Cone, 1970; Craven et al., 1975; D’Aoust et al., 1975; Gill et al., 1983; Tamminga 
et al., 1977, 1976). Salmonella é um micro-organismo enteropatogênico, bacilo Gram 
negativo, que tem condições ótimas de crescimento a 35 ± 2 °C e pH próximo a 7,0, mas é 
capaz de sobreviver/multiplicar em variações de temperatura entre 5 – 46 °C e pH 3,8 – 9,5 
(Silva et al., 2017). Sua multiplicação é dependente da quantidade de nutrientes disponíveis e 
das condições ambientais como temperatura, pH, oxigênio e concentração de solutos. Quando 
há alterações em um ou mais desses parâmetros, o micro-organismo fica exposto a uma 
condição de estresse, que exige sua adaptação para ser capaz de sobreviver ou multiplicar. A 
resposta dada a essa condição poderá impactar diretamente na taxa de multiplicação, período 
de sobrevivência e virulência, além da resistência a antimicrobianos (Lianou e Koutsoumanis, 
2013).  
Reduzir a aw de um produto é umas das barreiras de controle microbiológico utilizadas 
pela indústria (Brown, 1976). Acredita-se que a capacidade de sobrevivência de Salmonella 
sp. em produtos com baixa aw se deve a sua permanência em estado de latência, com redução 
da sua atividade metabólica, até que as condições ótimas para sua multiplicação sejam 
restabelecidas (Podolak et al., 2010). Além da adaptação microbiana, características do 
alimento podem ajudar na sua sobrevivência, uma vez que a concentração de açúcar e 
gordura, por exemplo, podem funcionar como um fator protetor a sua inativação (ICMSF, 
2011). A combinação da redução da aw associada a esses dois componentes possuem um 
efeito sinérgico na sobrevivência de Salmonella (Keller et al., 2012; Krapf e Gantenbein-
Demarchi, 2010; Mattick et al., 2001; Nascimento et al., 2012). A gordura possui fator 
protetor contra o ataque do suco gástrico, o que permite que as células passem livremente pelo 
estômago e possam colonizar o intestino delgado, produzindo os sintomas clínicos da 
salmonelose mesmo em baixas concentrações (Craven et al., 1975; D’Aoust, 1977; 
Greenwood e Hooper, 1983).  
Acredita-se que a redução da aw pode aumentar a resistência de Salmonella, 
favorecendo sua sobrevivência nesses alimentos e podendo levar a ocorrência dos surtos 
(D’Aoust, 1977). Estudos realizados já demostraram sua capacidade de sobrevivência em 
diferentes alimentos, como: biscoitos (Beuchat e Mann, 2015), nozes (Blessington et al., 
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2013), amêndoas (Uesugi et al., 2006), condimentos (Bowman et al., 2015), chás (Keller et 
al., 2015), pasta de frango (Shrestha e Nummer, 2016), leite em pó, chocolate, manteiga de 
amendoim e cereais (Podolak et al., 2010). No caso do chocolate, por exemplo, estudos 
indicam que Salmonella pode não ser inativada por completo durante os tratamentos térmicos, 
permitindo que ela seja carreada durante todo o processo de fabricação e persista durante todo 
o período de estocagem do produto  (Goepfert et al., 1970; Ha et al., 2013; Killalea et al., 
1996; Nascimento et al., 2013; Tamminga et al., 1977). A sobrevivência e persistência de 
Salmonella em chocolate e pasta de amendoim por um período de até 19 meses foram 
reportadas em diversos estudos (Barrile e Cone, 1970; Kataoka et al., 2014; Tamminga et al., 
1977). 
 Diante da sobrevivência dos micro-organismos as etapas de processamento e sua 
correlação com a ocorrência de surtos, a indústria tem buscado formas de avaliar a robustez 
de suas formulações alimentícias e seus fluxogramas de processo. Para isso, testes desafio 
vem sendo aplicados, na qual é capaz de avaliar o crescimento microbiano de patógenos e 
deteriorantes, além de estudar sua evolução quando inoculado em um determinado alimento 
(IFT, 2003; ISO/TC 34/SC 9/WG 19). Para conduzir um teste desafio deve-se considerar as 
possíveis formas e fontes de contaminação do produto, durante e após o seu processamento, 
bem como a influencia da alteração de fatores intrínsecos, como a aw (NACMCF, 2010).  
 Diferentes tipos de testes desafio podem ser realizados visando-se validar os 
procedimentos adotados durante o processamento, vida útil e preparo dos alimentos. Estes 
testes variam de acordo com o objetivo do estudo e dependem do tipo, processo e a análise de 
risco do produto. Os testes desafio podem ser conduzidos objetivando avaliar a inibição do 
crescimento ou inativação do micro-organismo alvo e podem ser realizados separadamente ou 
uma combinação de ambos (NACMCF, 2010). Algumas etapas desses testes se tornam 
críticas quando tratamos de um alimento com baixa aw como a seleção do micro-organismo 
teste, a preparação e o método de inoculação, além da recuperação e contagem dos 
sobreviventes (IFT, 2003). Os micro-organismos selecionados devem ser identificados quanto 
as suas características sorológicas, bioquímicas e genéticas e, preferencialmente terem sido 
isolados de alimentos envolvidos em surtos, do ambiente de processamento do alimento 
contaminado ou de amostras clínicas de pacientes doentes (IFT, 2003; ISO/TC 34/SC 9/WG 
19). Em relação ao preparo e método de inoculação, o procedimento de inoculação a seco 
deve ser considerado para alimentos com aw reduzida. O inóculo deve ser o mais homogêneo 
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possível, sendo que o momento de sua adição ao alimento deve ser feito de tal maneira que 
simule a contaminação da forma mais realista possível (IFT, 2003; NACMCF, 2010). 
Estudos que visam desenvolver um método de inoculação a seco para Salmonella, de 
forma a avaliar sua sobrevivência nesses alimentos já vêm sendo realizados. Diversos 
veículos já foram testados, como talco, areia, carbonato de cálcio e sílica. O preparo do 
inóculo microbiano em um veículo seco é uma das formas de dispersar o micro-organismo no 
alimento de baixa aw, sem que haja agregação de umidade a ele, como ocorria antigamente 
(adição de inóculo úmido). Os resultados presentes na literatura são positivos, a maioria relata 
a sobrevivência de Salmonella sp. por um período de no mínimo 30 dias, mas os mesmos 
descrevem a dificuldade de padronização do inóculo, bem como a sua homogeneização 
(Beuchat e Mann, 2015; Blessington et al., 2013; Bowman et al., 2015; Enache et al., 2015; 
Shrestha e Nummer, 2016). Diante disso, a indústria de alimentos tem buscado testes que 
possam ser realizados durante o processamento de seus produtos e que demonstrem a 
eficiência ou não do seu processamento, da sua formulação ou embalagem utilizada. Sendo 
assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo de preparo para inóculo seco 
que possa ser aplicado durante o processamento e a estocagem de alimentos de baixa aw, bem 
como avaliar sua estabilidade em até 180 dias após o preparo. 
2. Material e métodos 
2.1. Veículos selecionados para preparo do inóculo seco 
Foram escolhidos três veículos (talco, areia e carbonato de cálcio) para o preparo do 
inóculo seco, a fim de avaliar a sobrevivência de Salmonella e estabilidade do inóculo durante 
estocagem. Estes veículos foram escolhidos de acordo com resultados obtidos em estudos 
anteriores de preparo de inóculo seco de Salmonella sp. (Beuchat e Mann, 2015; Blessington 
et al., 2013; Bowman et al., 2015; Enache et al., 2015; Shrestha e Nummer, 2016). Foram 
utilizados dois tipos de areia, que se diferiam por sua granulometria (areia fina e média). 
2.2. Culturas selecionadas  
Um total de cinco cepas de Salmonella enterica foi selecionado para o preparo do 
inóculo seco, pertencentes aos seguintes sorotipos: Senftenberg 775W (cepa S87 cedida pela 
Fundação Oswaldo Cruz), Havana IOC 2310, Infantis IOC 2327, Mbandaka IOC 2317 e 
Typhimurium IOC 2328. Os quatro últimos sorotipos foram isolados de amostras de produto 
43 
 
final de farelo de soja produzido em diferentes indústrias do país, sendo os três últimos os 
sorotipos mais encontrados na amostragem realizada em estudo realizado anteriormente 
(dados não mostrados). Já o sorotipo Senftenberg, foi escolhido devido a conhecimento prévio 
de estudos já realizados demonstrando que ele possui maior resistência ao calor e a outras 
formas de tratamentos quando comparado aos outros sorotipos existentes. Além disso, é o 
sorotipo de escolha para testes realizados em alimentos com baixa aw (Ng et al., 1969; Peña-
Meléndez et al., 2014).  
2.3.  Preparo do inóculo  
Para a obtenção do inóculo, cada uma das cepas de Salmonella foi inoculada em caldo 
Triptona de Soja (TSB; Kasvi, Itália), através de três repiques consecutivos em frascos 
contendo 100, 300 e 700 mL de caldo, respectivamente, com incubação a 37 °C por 24 h cada 
um deles. Então, o meio com crescimento das cepas de Salmonella foi centrifugado a 3500 × 
g por 10 min à 4 °C (Sorvall Legend XTR, Thermo Scientific, Alemanha), seguindo-se 
lavagem com solução salina (NaCl 0,85 %; Dinâmica Química Contemporânea Ltda., São 
Paulo, Brasil). Este processo de centrifugação e lavagem foi repetido por 3 vezes, e os pellets 
obtidos reidratados para ajuste da concentração através de leitura da densidade óptica em 
espectrofotômetro (DU6408, Beckman, Califórnia, EUA) com comprimento de onda de 630 
nm. Cada inóculo foi padronizado individualmente em 10
8
 UFC/mL, seguindo-se mistura de 
proporções iguais para gerar um pool com diferentes cepas de Salmonella. Para quantificação 
das células utilizou-se Ágar Desoxicolato Lisina Xilose (XLD, Acumedia, Michigan, EUA), 
incubação à 37 °C/24 h.  
2.4. Preparo do inóculo seco 
Com o inóculo preparado e padronizado, foi realizada a inoculação nos veículos 
selecionados, conforme procedimento adaptado dos estudos realizados por Blessington e 
colaboradores (2013), Enache e colaboradores (2015) e Shrestha e Nummer (2016). O inóculo 
úmido foi adicionado nas proporções de 1:1 (m/m) no carbonato de cálcio e 1:2 (m/m) no 
talco e na areia. As proporções foram determinadas em testes preliminares realizados de 
acordo com os estudos mencionados anteriomente (dados não mostrados). Após a adição do 
inóculo úmido ao veículo, estes foram homogeneizados e dispostos em bandejas cobertas por 
papel alumínio para secagem em estufa a 35 °C/24 h. Após 24 h, o mesmo foi mantido pelo 
mesmo tempo a temperatura ambiente para secagem completa. Após secagem, o inóculo seco 
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foi peneirado, homogeneizado em almofariz e armazenado em sacos estéreis estocados à 
temperatura ambiente (25 ± 2 °C) e sob refrigeração (4 ± 2 °C).  
2.5. Avaliação da estabilidade de Salmonella sp. no inóculo seco  
A avaliação da estabilidade de Salmonella em inóculo seco foi determinada 
imediatamente após a secagem e durante todo o período de estocagem à temperatura ambiente 
(25 ± 2 °C) e sob refrigeração (4 ± 2 °C). O período máximo considerado foi de 180 dias.  
Uma alíquota de 5 g de cada inóculo seco foi ressuspendida em 45 mL de água peptonada 
0,1% (Acumedia, Michigan, EUA), seguida de diluições decimais e quantificação por drop 
plate em Ágar Desoxicolato Lisina Xilose (XLD, Acumedia, Michigan, EUA), incubado à 37 
°C/24 h. Além da quantificação, a atividade de água foi determinada após a secagem e 
durante todos os pontos de avaliação da estabilidade do inóculo seco utilizando medidor de aw 
(Aqualab CX2T, Decagon Devices, Washington, EUA). 
2.6. Modelagem das curvas de sobrevivência 
Para avaliar a sobrevivência de Salmonella no inóculo seco armazenado no período de 
até 180 dias, foi realizada uma modelagem das curvas de sobrevivência, utilizando como base 
dois modelos primários de inativação. A modelagem foi realizada a partir do add-in do 
Microsoft Excel, GinaFiT (Geeraerd et al., 2005) e foram escolhidos os modelos de Bigelow e 
Weibull.  O modelo de Bigelow (Bigelow e Esty, 1920) considera uma inativação microbiana 
log-linear que é representada pela equação abaixo (Eq.1): 
  (Eq. 1) 
 onde N é a população final (UFC/g)  no tempo t , N0 a população inicial (UFC/g)  e D 
o tempo necessário para causar uma redução decimal na população microbiana.  
 Já o modelo de Weibull (Mafart et al., 2002) considera a não linearidade da curva de 
inativação devido a diferentes variações que podem afetar a inativação microbiana. O modelo 
é representado pela seguinte equação (2): 
  (Eq. 2) 
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onde S é a fração de sobreviventes em um determinado tempo (t) , δ é o tempo 
necessário para ocorrer a primeira redução decimal e p é o parâmetro de curvatura do modelo. 
Quando o p = 1, o modelo segue uma cinética linear. Para p < 1 e p > 1 o modelo apresentará 
curvas de inativação côncavas ascendentes e descendentes, respectivamente.  
2.7. Análises estatísticas 
Para verificar a correlação da atividade de água em diferentes veículos durante o 
armazenamento do inóculo seco para a sobrevivência de Salmonella foi testada a correlação 
de Pearson (p = 0,05) utilizando-se o Software R (Versão 3.3.1) (The R Foundation for 
Statistical Computing, Viena, Áustria), pacote ggpubr. As diferenças estatísticas entre os 
inóculos secos com relação à sobrevivência de Salmonella sp. foram comparados por 
ANOVA utilizando-se o Software R (Versão 3.3.1) (The R Foundation for Statistical 
Computing Viena, Áustria).   
3. Resultados e discussão 
3.1. Avaliação da estabilidade do inóculo seco 
A sobrevivência de Salmonella sp. nos inóculos secos preparados em areia fina, areia 
comum (média), carbonato de cálcio e talco está representada na Fig. 1. A diferença entre as 
areias se deve a sua granulometria, segundo a NBR 7211/83, sendo a fina entre 0,05 – 0,2 mm 
e a comum entre 0,2 – 0,6 mm. A sobrevivência foi avaliada em duas condições de 
armazenamento (4 e 25 °C). Em todas as condições estudadas, observou-se uma cinética de 
inativação de primeira ordem. Foi utilizado o modelo de Weibull para todos os inóculos 
preparados, uma vez que melhor se ajustou aos dados. Os parâmetros de inativação podem ser 
visualizados na tabela 1.   
Inserir figura 1 
Inserir tabela 1 
Analisando os dados obtidos, percebe-se que a sobrevivência de Salmonella é 
influenciada pelo meio em que foi preparado o inóculo seco e a temperatura em que ele foi 
armazenado. As amostras armazenadas a 4 °C apresentaram uma sobrevivência mais 
prolongada, sendo quantificadas em até 150 dias. Todas as amostras armazenadas a 4 °C 
foram também analisadas no tempo de 180 dias, mas não foi possível a sua quantificação, 
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devido à limitação do método (limite de detecção do método de 10² UFC/g) ou dificuldade de 
recuperação das células de Salmonella presentes.  Dentre os quatro veículos utilizados, a areia 
fina e a comum armazenadas a 4 °C foram os mais estáveis, uma vez que o tempo para 
ocorrer à primeira redução decimal (δ) das células foi de 118 e 123 dias, respectivamente.  
Para o carbonato de cálcio e o talco essa redução foi significativamente menor, sendo de 18 e 
6 dias, respectivamente. Considerando o armazenamento a 25 °C, o carbonato de cálcio foi o 
veículo em que a Salmonella sobreviveu por mais tempo, total de 150 dias, sendo o δ igual a 
13 dias. Este mesmo valor foi obtido para a areia comum, no entanto sua quantificação foi 
realizada no tempo máximo de 90 dias. As amostras de areia fina tiveram sobrevida detectada 
em até 60 dias de armazenamento, com δ de 7 dias e o talco foi o veículo que apresentou o 
menor tempo de sobrevivência, onde a quantificação de Salmonella foi possível no tempo 
máximo de 40 dias, sendo o δ de aproximadamente 8 dias.  
Estudos já publicados também demonstraram essa capacidade de sobrevivência de 
Salmonella em areia, talco ou giz (carbonato de cálcio) (Beuchat e Mann, 2015; Blessington 
et al., 2013; Bowman et al., 2015; Enache et al., 2015; Shrestha e Nummer, 2016). A areia é o 
veículo que apresenta os melhores resultados encontrados, capaz de permitir a sobrevivência 
de Salmonella por 170 (Blessington et al., 2013) e até 480 dias (Shrestha e Nummer, 2016), 
quando armazenadas a 4 °C, sendo a redução máxima em torno de 2 log UFC/g. Esses 
resultados foram obtidos por inóculos de diferentes sorotipos de Salmonella como Thompson, 
Enteritidis, Typhimurium, Heidelberg e Montevideo, por exemplo. Alguns trabalhos relatam 
que a sobrevivência de Salmonella no inóculo seco pode variar em relação ao tipo do alimento 
ao qual ele for inoculado para realização do teste desafio, uma vez que a composição do 
alimento, bem como suas características intrínsecas seriam responsáveis por sua redução ou 
sobrevivência (Beuchat e Mann, 2015). 
Em relação ao preparo do inóculo seco, todas as amostras decairam cerca de 1 a 2 log 
quando foram secas. Essa redução também foi observada no estudo de Shrestha e Nummer 
(2016) que utilizou a areia como veículo, mas alguns estudos tiveram uma queda de até 2,5 
log UFC/g durante a secagem (Blessington et al., 2013; Bowman et al., 2015). O inóculo 
preparado com o carbonato de cálcio foi o que apresentou maior dificuldade de 
homogeneização, pois formaram-se aglomerados que dificultam sua pulverização, o que 
também já foi relatado em estudos anteriores (Blessington et al., 2013).  
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Para avaliar a significância dos fatores das variáveis presentes no inóculo foi realizada 
uma análise de variância (ANOVA), considerando o veículo, a aw e a tempo de 
armazenamento. Para as amostras armazenadas a 4 °C os fatores veículo (p=0,0006) e tempo 
de armazenamento (p<0,0001) apresentaram diferenças significativas, além da combinação 
veículo × tempo (p = 0,0097). Para as amostras armazenadas a 25 °C o mesmo 
comportamento foi observado, sendo os valores p iguais a 0,0007 e menores que 0,0001, 
respectivamente. Já a aw não apresentou diferenças significativas em nenhuma das condições 
avaliadas. 
3.2. Determinação da aw durante a avaliação da estabilidade do inóculo seco 
Diferentes valores para aw foram obtidas durante as análises de sobrevivência de 
Salmonella no inóculo seco. Dentre os veículos utilizados para o preparo do inóculo, o 
carbonato de cálcio foi o que apresentou maior aw após a secagem, cerca de 0,94, enquanto os 
outros veículos tiveram aw registradas em torno de 0,48 – 0,60. Acredita-se que esta diferença 
de valores se deve a formação de grumos durante a secagem, que fez com que a água ficasse 
retida e assim, a aw não reduzisse no mesmo período de secagem. Estes inóculos foram 
mantidos por mais 24 h na estufa a 37 °C, mas após este período (tempo total de secagem 
72h), não foi possível detectar Salmonella.  Em relação à temperatura de armazenamento, não 
houve variação nos valores encontrados para 4 e 25 °C, exceto para as amostras de carbonato 
de cálcio armazenadas a 25 °C que teve uma redução na aw enquanto houve aumento em 
todos os outros veículos.  
  Para avaliar se a aw influenciou na sobrevivência de Salmonella em cada inóculo seco 
foi realizada a correlação de Pearson, mas apenas o talco armazenado a 25 °C apresentou uma 
correlação positiva (p < 0,05) (Fig. 2). Esta ausência de correlação para a maioria dos veículos 
estudados também foi confirmada a partir dos resultados da análise de variância, que 
demostraram não haver diferenças significativas na aw ao longo do período de armazenamento 
e no veículo utilizado para preparo do inóculo seco. 
Inserir figura 2 
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4. Conclusão 
Dentre os veículos avaliados, confirmou-se que a areia pode ser usada no preparo de 
inóculo seco, sendo indiferente a sua granulometria para a sobrevivência de Salmonella. O 
armazenamento sob refrigeração (4 °C) aumenta a estabilidade do inóculo preparado, o que 
facilita para a indústria na realização dos testes desafio, uma vez que o preparo do inóculo 
seco é dispendioso. A variação da aw durante o armazenamento pode não influenciar 
diretamente na sobrevivência de Salmonella, mas é importante lembrar que quanto mais 
próxima ela estiver da atividade de água do alimento ao que será testado, menor a necessidade 
de adaptação do micro-organismo as condições expostas. Estudos utilizando a aplicação do 
protocolo realizado neste experimento em testes desafio devem ser realizados, para avaliar a 
eficácia do inóculo quando exposto a composição do alimento, condições de processo e 
armazenamento. 
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Figura 1. Sobrevivência de Salmonella sp. em areia fina (1), areia média (2), carbonato 
de cálcio (3) e talco (4), armazenados a 4 °C (○) e armazenados a 25 °C (▲). A linha 
tracejada representa o modelo gerado com os dados de sobrevivência a 4 °C e a linha reta os 
dados a 25 °C. 
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Figura 2. Correlação de Pearson entre a aw e a sobrevivência de Salmonella sp. em inóculo 
seco preparado a partir do talco e armazenado a 25 °C.   
 
Tabela 1. Parâmetros estatísticos ajustados ao modelo Weibull para avaliação da 
sobrevivência de Salmonella sp. em diferentes inóculos secos e duas temperaturas de 
armazenamento. 
Condição Temperatura (°C) δ (dias) p R2 RMSE 
Areia fina 
4 118,4 ± 23,1 1,36 0,8415 0,2536 
25 6,8 ± 3,0 0,53 0,9733 0,2141 
Areia comum 
(média) 
4 123,5 ± 3,3 7,11 0,9905 0,1612 
25 13,9 ± 3,3 0,76 0,9911 0,1793 
Carbonato de 
cálcio 
4 18,4 ± 12,1 0,59 0,9276 0,3839 
25 12,7 ± 9,8 0,59 0,9266 0,4853 
Talco 
4 6,1 ± 8,9 0,32 0,9051 0,4130 
25 8,2 ± 5,9 0,75 0,9345 0,4698 
 
 
 
(LOG UFC/g) 
54 
 
 
 
 
 
 
Capítulo 2 
Determinação da resistência à dessecação, capacidade de crescimento após 
a reidratação e sobrevivência a aplicação de calor de diferentes sorotipos de 
Salmonella sp. isolados da cadeia produtiva da soja 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Artigo formatado segundo normas da revista Food Microbiology 
55 
 
Determinação da resistência à dessecação, capacidade de crescimento após a reidratação 
e sobrevivência a aplicação de calor de diferentes sorotipos de Salmonella sp. isolados da 
cadeia produtiva da soja 
Marianna Miranda Furtado, Beatriz Severino da Silva, Luísa Freire, Juliana Silva da 
Graça, Verônica Ortiz Alvarenga, Anderson Sant’Ana 
Laboratório de Microbiologia Quantitativa de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos, 
Universidade Estadual de Campinas, São Paulo, Brazil 
Resumo 
O binômio tempo/temperatura é um parâmetro importante para se evitar a multiplicação ou 
sobrevivência de micro-organismos, mas mudanças ocorridas na sua fisiologia e no 
comportamento genético, devido à sua adaptação e evolução ao ambiente, podem torna-los 
mais tolerantes a alguns tratamentos antigamente eficazes. Diante disso, a resistência de cepas 
isoladas da cadeia produtiva da soja foi avaliada quanto aos testes de dessecação a 
temperaturas de armazenamento de 20 e 30 °C por 24 h e 7 dias, aplicação de calor a 90, 95 e 
100 °C, por 60 ou 90 minutos e capacidade de recuperação e crescimento das células 
dessecadas após reidratação. Os resultados obtidos demonstraram que a resistência à 
dessecação está relacionada ao sorotipo estudado e ao tempo de dessecação. Quanto maior o 
tempo de exposição ao estresse, maior o número de reduções da população microbiana. Os 
sorotipos S. Agona IOC 2305, S. Havana IOC 2310 e S. Schwarzengrund IOC 5691 
apresentaram a maior capacidade de sobrevivência em todas as condições testadas. Em 
relação à capacidade de recuperação das células dessecadas, quanto menor o tempo de 
exposição da célula ao estresse, menor é sua sobrevivência devido à ativação dos mecanismos 
de resposta. Na avaliação do crescimento após a reincubação das células ressuspendidas, o 
aumento da temperatura e do tempo de dessecação influenciam diretamente no aumento da 
sobrevivência de Salmonella. Por fim, em relação à aplicação de calor, quanto maior a 
temperatura, maior a redução microbiana. Mas ainda sim, os binômios testados não foram 
capazes de inativar as células ao número mínimo exigido, o que ainda é preocupante para a 
segurança dos alimentos. A cepa S. Idikan utilizada foi a que se mostrou mais resistente 
dentre as condições testadas.  
Palavras-chave: estresse, sobrevivência, adaptação celular 
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1. Introdução 
Para melhorar a estabilidade dos alimentos e inativar as células bacterianas a aplicação 
de estresse físico, como o calor, é uma das medidas utilizadas pela indústria. No entanto, os 
micro-organismos estão em evolução e mudanças em relação ao seu mecanismo fisiológico e 
genético estão propensas a ocorrer, aumentando assim sua tolerância a algumas condições 
físicas e químicas extremas. A sobrevivência dos patógenos a essas condições é uma das 
grandes preocupações para a indústria de alimentos (Beales, 2004).  
O comportamento cinético microbiano tem importância para a garantia da segurança 
dos alimentos. Descrevê-los, implica em avaliar a variabilidade do crescimento e o 
comportamento das diferentes cepas de micro-organismos, de acordo com um determinado 
grupo de alimento e nos mais variados processamentos que envolvem tais produtos. 
Parâmetros como tempo e temperatura são importantes para predizer e determinar a 
sobrevivência e inativação de micro-organismos, a partir do recebimento da matéria prima até 
o armazenamento do produto final (Himathongkham et al., 1999; Lianou e Koutsoumanis, 
2011). 
Relatos encontrados na literatura demonstram que a Salmonella é capaz de sobreviver a 
diferentes tipos de estresses, como variação na atividade de água do produto, aplicação de 
altas temperaturas, entre outros. Toda mudança nas condições ambientais ótimas para a 
multiplicação, provoca estresse ao micro-organismo e influencia nas taxas de inativação, 
crescimento e multiplicação. Porém, em sua maioria, os micro-organismos tendem a adaptar-
se cedendo às condições de estresse e sobrevivendo na tentativa de resistir à tensão. Surtos 
envolvendo Salmonella em alimentos com baixa aw e que possuem tratamento térmico 
durante seu processamento, como o chocolate, por exemplo, confirmam sua possibilidade de 
adaptação e resistência  (Beales, 2004; Bermúdez-Aguirre e Corradini, 2012; D’Aoust, 1977; 
Farakos et al., 2013).  
Salmonella é um micro-organismo pertencente à família Enterobacteriaceae, 
caracterizada como bacilo Gram negativo, móvel, com temperatura ótima de crescimento em 
torno de 37 ± 2 °C, pH próximo a neutralidade e aw ≥ 0,94. Apesar dos valores de 
temperatura, pH e aw estabelecidos, sabe-se que Salmonella também é capaz de crescer na 
faixa de 5 – 46 °C, pH entre 3,8 – 9,5 e aw < 0,94 (D’Aoust, 1977; Hokunan et al., 2016; Silva 
et al., 2017) 
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A baixa aw pode ser uma barreira à multiplicação de células vegetativas bacterianas de 
diferentes patógenos, mas quando o alimento apresenta baixa aw, a resistência ao calor 
aumenta (Bell; e Kyriakides, 2002; Himathongkham et al., 1999). O estresse decorrente da 
aplicação de altas temperaturas apresenta diferentes efeitos no citoplasma e no envelope 
celular de bactérias Gram negativas. Um dos controles a este estresse é feito pelo fator sigma, 
um regulador global capaz de alterar a especificidade da RNA polimerase, além de codificar 
algumas proteínas que contribuem para a virulência de Salmonella. Alguns fatores sigma 
direcionam a transcrição para a produção de proteínas de estresse, responsáveis pelo aumento 
da resistência e da possibilidade da bactéria em sobreviver a mudanças ambientais (Spector e 
Kenyon, 2012). Já sobre o estresse a dessecação, pouco se sabe sobre os mecanismos de 
resposta se comparado ao estresse térmico, no entanto, sabe-se que existe uma sobreposição 
nas respostas celulares induzidas com a dessecação que reagem também contra outros tipos de 
estresses como osmótico e oxidativo, por exemplo (Gruzdev et al., 2011). 
A presença de água no alimento pode influenciar na inativação microbiana. A interação 
das células com a água, associada à aw e a componentes não aquosos em um nível 
macroscópico oferecem efeitos protetores ao micro-organismo (Farakos et al., 2013). Além da 
influência da aw na sobrevivência de Salmonella ao processamento térmico, outros fatores são 
um desafio para a indústria de alimentos, como as alterações nas formulações e nas 
características intrínsecas dos alimentos (Doyle e Mazzotta, 2000).  
Dentre os fatores intrínsecos e extrínsecos que afetam a resistência térmica da 
Salmonella, a temperatura é uma das variáveis de maior significância e deve ser considerada 
nos estudos de modelagem. Outros elementos também afetam tal resistência, como a 
composição físico química dos alimentos (pH, umidade, aw acidificação, teor de sólidos, 
gorduras), condições de crescimento (composição química do meio de aquecimento, 
temperatura) e características da cepa (idade, número de células presentes, característica 
individual dos sorotipos) (Blackburn et al., 1997; Doyle e Mazzotta, 2000; Kaur et al., 1998; 
Ng et al., 1969; Podolak et al., 2010). A curva de crescimento microbiano também pode 
influenciar na inativação do micro-organismo por calor. As células em fase exponencial são 
mais susceptíveis ao calor do que as células em fase estacionária, quando existe maior 
resistência devido à redução da taxa metabólica (Humphrey et al., 1995). Além disso, 
acredita-se também que a sobrevivência de Salmonella em produtos de baixa aw ocorre devido 
às células permanecerem em estado de latência durante o estresse, retomando a sua 
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capacidade de multiplicação quando há condições ambientais favoráveis de crescimento 
(Podolak et al., 2010).  
Diante disso, o objetivo deste trabalho foi determinar a resistência de diferentes cepas 
de Salmonella isoladas do ambiente produtivo da cadeia de soja à dessecação, a aplicação de 
calor e a sua capacidade de recuperação após passar pelo estresse osmótico.  
2. Material e métodos 
2.1. Seleção das cepas de Salmonella sp. 
Um total de 190 cepas de Salmonella sp. isoladas de amostras coletadas em diferentes 
pontos da cadeia produtiva da soja, pertencentes a 24 sorotipos foram selecionadas para a 
realização do teste de resistência a dessecação (Tabela 1). Estas amostras foram isoladas de 4 
usinas de beneficiamento da soja e de um porto de exportação e foram isoladas do produto 
final (PF), etapas de processamento (P) e ambientes externo (AE) e interno (AI) da produção.   
Inserir tabela 1 
2.2. Crescimento microbiano e preparo do inóculo 
Para a obtenção do inóculo, o crescimento das cepas foi realizado em caldo Triptona de 
Soja (TSB; Kasvi, Itália), em três repiques consecutivos, com incubação a 37 °C por 24 h 
cada um deles. Após crescimento, foi centrifugado a 3500 × g por 10 min à 4 °C (Sorvall 
Legend XTR, Thermo Scientific, Alemanha), seguido de três lavagens com solução salina 
(NaCl 0,85 %; Dinâmica Química Contemporânea Ltda., São Paulo, Brasil). Os pellets 
obtidos foram ressuspendidos em solução salina 0,85 % e ajustados por leitura 
espectrofotométrica (Espectrotômetro DU6408, Beckman, Califórnia, EUA) com 
comprimento de onda de 630nm. Cada inóculo foi padronizado em 10
8
 UFC/mL e sua 
quantificação foi realizada por drop plate em Ágar Desoxicolato Lisina Xilose (XLD, 
Acumedia, Michigan, EUA), incubado à 37 °C/24 h. 
2.3. Avaliação da resistência à dessecação 
A avaliação da resistência à dessecação foi realizada em placas de 96 poços, conforme 
adaptação à metodologia descrita por Gruzdev, Pinto e Sela (2011). Foi inoculado 50 μL em 3 
poços consecutivos para cada cepa padronizada. Após inoculação, as placas foram incubadas 
59 
 
abertas para secagem por 24 h e 7 dias à 20 e 30 °C separadamente. Ao final deste período, o 
valor de aw foi medido e registrado para cada condição estudada. Após a dessecação, as 
células foram ressuspensas em 200 μL de água peptonada 0,1 % (Acumedia, Michigan, 
EUA), os poços homogeneizados 5 vezes e a placa mantida em repouso por 15 minutos à 
temperatura ambiente. Diluições seriadas foram realizadas em água peptonada 0,1 % e a 
quantificação de Salmonella foi realizada por drop plate em Ágar Desoxicolato Lisina Xilose 
(XLD, Acumedia, Michigan, EUA), incubado à 37 °C/24 h. 
2.4. Determinação da atividade de água 
A medição da atividade de água foi realizada de forma aleatória entre as amostras, como 
metodologia descrita por Gruzdev, Pinto e Sela (2011). Uma placa de 96 poços foi cortada em 
conjunto de três em três poços e depois remontada, como um quebra-cabeça. Os poços 
cortados foram colocados para dessecar conforme descrito no item 2.3. Em cada condição 
estudada, 6 conjuntos com três poços cada foram retirados aleatoriamente da placa para 
medição da aw utilizando o Aqualab (CX2T, Decagon Devices, Washington, EUA). 
 2.5.  Avaliação da capacidade de recuperação e crescimento após a reidratação 
Para avaliação da capacidade de recuperação e crescimento de Salmonella após a 
reidratação, uma cepa de cada sorotipo foi selecionada (Tabela 2), padronizada conforme 
procedimento descrito anteriormente. Para este experimento, o inóculo foi padronizado na 
concentração de 10
9
 UFC/mL, uma vez que se adicionou 1 mL do inoculo em 9 mL de leite 
integral em pó reconstituído previamente esterilizado (115 ºC/15 minutos)  a fim de obter uma 
concentração final de 10
8
 UFC/mL. Neste teste, as suspensões foram preparadas em leite, 
sendo 50 μL adicionado em cada poço da placa de 96 poços (n = 4) e armazenadas por 24 h, 7 
e 14 dias à 20, 30 e 37 °C separadamente. Após o período de dessecação, um volume de 200 
μL de água peptonada 0,1% foi utilizado para ressuspensão das células, seguido de 
homogeneização por 5 vezes e reidratação por 15 min à temperatura ambiente. Já reidratadas, 
50 μL foi adicionado a 200 μL de leite integral em pó reconstituído esterilizado disposto em 
uma nova placa de 96 poços, para estocagem por 24 h a 15, 25 e 37 °C. A quantificação foi 
realizada logo após a inoculação e no tempo final de incubação, utilizando ágar XLD e o 
resultado expresso em UFC/mL. 
Inserir tabela 2 
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2.6.  Avaliação da sobrevivência de Salmonella sp. a aplicação de calor 
A avaliação da sobrevivência de Salmonella sp. a aplicação de calor, também foi 
realizada em placa de 96 poços e com os 24 sorotipos selecionados (Tabela 2).  Um volume 
de 50 μL de suspensão previamente preparada (108 UFC/mL) para cada sorotipo de 
Salmonella foi inoculado no poço (n = 3) da placa de 96 poços, para secagem a 25 °C por 24 
h. Após secagem completa, as placas foram levadas ao termociclador (Veriti 96 Well, Applied 
Biosystems, Singapura), com aplicação de diferentes temperaturas e tempo. Os binômios 
escolhidos foram 90 °C por 90 min., 95 °C por 60 min e 100 °C/60 min. Após o tratamento 
térmico, as placas de 96 poços foram resfriadas no próprio equipamento e ressuspendidas com 
um volume de 150 μL de água peptonada 0,1 %, seguida de homogeneização por 5 vezes e 
reidratação em repouso por 15 min à temperatura ambiente. Diluições decimais e 
plaqueamento em Ágar XLD por drop plate foram realizadas para registrar a sobrevivência de 
Salmonella após a dessecação e aplicação de calor. As placas foram incubadas a 37 °C/24 h e 
as contagens registradas em UFC/mL.  
2.7.  Análises estatísticas 
A metodologia estatística utilizada para avaliação da resistência à dessecação foi a 
Análise de Variância, através do procedimento MIXED do SAS (2012). Foram testados os 
efeitos fixos de sorotipo, tempo, temperatura e a interação tempo×temperatura (p≤0,05). 
3. Resultados e discussão 
3.1. Avaliação a resistência à dessecação 
Foram utilizadas 190 cepas de diferentes sorotipos de Salmonella isoladas de diversos 
pontos da cadeia produtiva da soja, a fim de verificar se o fato das cepas terem sido isoladas 
de um ambiente de baixa aw as tornam adaptadas a condição de estresse, influenciando assim 
na sua resistência à dessecação. As temperaturas de 20 e 30 °C foram escolhidas, uma vez que 
simulam a temperatura do armazenamento da maioria dos alimentos de baixa aw e dos locais 
de processamento. Os resultados obtidos para cada sorotipo testado estão demonstrados na 
figura 1, de forma que é possível verificar uma variação na resposta de acordo com a 
diferentes cepas testadas. Em ambas as temperaturas analisadas, a maioria das cepas 
apresentou uma inativação, exceto os sorotipos S. Agona 2305, S. Havana 2310, S. Ohio 5694 
e S. Schwarzengrund 5691, que ao serem submetidas à dessecação a 20 °C por 24 h 
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praticamente não alteraram (Fig. 1). Estas mesmas cepas também não apresentaram uma 
inativação significativa ao serem dessecadas a 30 °C por 24 h. Além destas cepas 
mencionadas, a S. Morehead 5716 e S. Mbandaka 2354 tiveram este comportamento. Em 
relação às cepas inativadas, reduções de 1 a 3 log UFC/mL foram obtidas para maioria das 
cepas dessecadas por 24 h e reduções de 3 a 4 log UFC/mL para o período de dessecação de 7 
dias. Em relação ao tempo de dessecação, algumas cepas não foram detectadas (Tabela 3), 
dentre essas se destaca o sorotipo S. Lexington que foi o único a não ser detectado após os 
7dias de dessecação em ambas as temperaturas analisadas. A não detecção de algumas cepas 
testadas pode indicar uma menor resistência à condição de estresse aplicada, mas o limite de 
detecção do método de quantificação (10² UFC/mL) e a recuperação das cepas são situações 
que também devem ser consideradas, uma vez que as células por estarem em condição de 
estresse podem permanecer no estado viável mais não cultivável (VNBC). Outra forma de 
avaliar a resistência nesses casos é pela viabilidade/vitalidade celular, que demonstra se a 
célula ainda está viva naquela condição, mesmo que não seja possível o seu cultivo (Koyama 
et al., 2017; Rachon et al., 2016).  
Analisando as reduções ocorridas em cada uma das condições temos que a 20 °/24 h as 
reduções variaram entre 0,12 e 4,52 log UFC/mL, ao estender esse tempo para 7 dias, as 
reduções foram um pouco maiores variando entre 1,41 e 5,65 log UFC/mL. A 30 °C/24 h 
temos reduções entre 0,21 e 5,53 log UFC/mL e há 7 dias de dessecação, entre 0,68 – 6,01 log 
UFC/mL. Estas reduções obtidas para cada uma das condições avaliadas foram reafirmadas ao 
realizar o agrupamento das 190 cepas analisadas em sorotipo, indústria e origem da amostra 
(Fig. 2, 3 e 4, respectivamente). Percebe-se que em todos os agrupamentos realizados, a 
tendência do número de reduções nas temperaturas e tempo analisados são próximos, o que 
pode indicar que estas cepas transitam pelo mesmo ambiente, independe da unidade industrial 
em que ela se encontra, ou seja, uma vez introduzidas neste ambiente, ao se adaptarem as 
novas condições ambientais sua sobrevivência pode durar anos (Margas et al., 2014) 
A atividade de água também foi considerada nos tempos e temperaturas de 
armazenamento, sendo semelhantes em ambas as temperaturas. Para tempo de dessecação 
igual a 24 h a aw variou entre 0,563 – 0,598 e para 7 dias, a variação foi de 0,479 – 0, 556. 
Para avaliar quais componentes tinham mais influência na resistência à dessecação das cepas 
testadas foi realizada uma análise de variância (Tabela 4 e 5) na qual se verificou que apenas 
o sorotipo e o tempo de dessecação possuem diferenças significativas em relação à contagem 
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de Salmonella sp. após a dessecação (p<0,0001). Neste caso a aw não foi considerada, pois 
não houve diferenças entre as temperaturas e tempos utilizados. 
Os resultados obtidos permitem uma classificação das cepas utilizadas as condições de 
estresse testadas, mas o seu uso em testes desafio ainda precisa ser fundamentado de acordo 
com o teste pretendido, uma vez que variações no comportamento celular podem ocorrer, 
devido a interferência de outros fatores presentes no processamento de um alimento, como 
sua composição, o tempo de processo e as condições de armazenamento, por exemplo. 
Inserir figura 1, 2, 3 e 4 
Inserir tabelas 3, 4 e 5 
3.2. Avaliação da capacidade de recuperação e de crescimento de Salmonella sp. 
após reidratação 
Considerando que Salmonella possui resistência a redução da atividade de água, 
inicialmente o objetivo deste teste foi avaliar a capacidade de recuperação das células 
dessecadas a três temperaturas, 20, 30 e 37 °C durante 24 h, 7 e 14 dias (Fig. 5). Além disso, 
também foi avaliada a capacidade de crescimento das células dessecadas após sua reidratação 
em três temperaturas de incubação, 15, 25 e 37 °C por 24 h (Fig. 6, 7 e 8). Este teste foi 
realizado utilizando o leite no preparo do inóculo, pois se tratando de um meio rico em 
nutrientes, estes podem auxiliar na recuperação e proteção das células vegetativas.  
Avaliando à capacidade de recuperação das células dessecadas, observou-se um maior 
número de reduções quando o tempo de exposição ao estresse era menor, ou seja, as cepas 
dessecadas por 24h foram as que menos sobreviveram ao estresse se comparadas ao tempo de 
7 e 14 dias. Este fato pode ser explicado, devido à adaptação das células a condição de 
estresse em que se encontra. Ao passar do tempo, a adaptação celular é uma necessidade para 
que a célula consiga sobreviver naquela condição que não é ótima para sua multiplicação. 
Logo, mecanismos de resposta ao estresse são ativados, a fim de permitir sua sobrevivência 
(Margas et al., 2014). Em relação às temperaturas testadas, apenas em 24 h de dessecação há 
uma grande variação no número de sobreviventes, sendo que a 20 °C se teve o maior número 
de reduções da população microbiana. Acredita-se que devido Salmonella ser um micro-
organismo mesófilo, os mecanismos de resposta ao estresse sejam mais rápidos em 
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temperaturas próximas a ótima de multiplicação. Sendo assim, as cepas expostas a 20 °C 
podem ter uma adaptação mais lenta se comparada com as demais temperaturas. Vale 
ressaltar, que alguns sorotipos não tiveram inativação ou alteração no número populacional 
(barras abaixo do eixo x do gráfico – Fig. 5), como o sorotipo S. Idikan, por exemplo. 
Em relação à capacidade de crescimento das cepas após a ressuspensão das células 
dessecadas, as placas foram incubadas a 15, 25 e 37 °C por 24 h. Estas temperaturas foram 
escolhidas devido a resultados positivos obtidos por outros estudos recentes que 
demonstraram a sobrevivência de Salmonella nessas condições (Hokunan et al., 2016; 
Koyama et al., 2017). Diante dos resultados obtidos, as cepas apresentam uma maior 
capacidade de crescimento quando expostas a sua temperatura ótima de multiplicação 37 °C, 
mas também foram capazes de crescer a 15 e 25 °C, só que em menores proporções. Logo, os 
resultados demonstraram que ao se reestabelecer a aw do meio, Salmonella é capaz de 
recuperar sua capacidade de multiplicação.  Os desvios obtidos para todos os testes foram 
altos, pois se tratando de condições de estresse, as cepas se comportam de acordo com a 
expressão de seus mecanismos de resposta. Acredita-se também que o fato das cepas terem 
sido isoladas da cadeia produtiva da soja, um alimento com baixa aw, conferiu a ela uma 
melhor adaptação a condições não ótimas para a sua multiplicação. .  
Inserir figura 5, 6, 7 e 8 
3.3. Avaliação a resistência à aplicação de calor 
Diversos estudos buscam avaliar o perfil de inativação térmica de diferentes cepas de 
Salmonella em condições diversas. Variações na forma de inoculação, no preparo da amostra 
e aplicação do tratamento térmico, bem como a composição do alimento e os parâmetros 
intrínsecos ao processo são apresentados em diversas publicações (Gruzdev et al., 2011; 
Izurieta e Komitopoulou, 2012; Ma et al., 2009; Margas et al., 2014; Rachon et al., 2016). No 
entanto, o objetivo deste teste foi analisar o comportamento de diferentes sorotipos de 
Salmonella sp. expostos a condições de estresse quando diferentes temperaturas são aplicadas 
por um determinado tempo.   
Na avaliação da resistência à aplicação de calor das cepas dessecadas, todas 
apresentaram um perfil de inativação (Fig. 9). A combinação 100 °C por 60 minutos foi a que 
apresentou a maior redução quando comparamos as três combinações de tempo/temperatura, 
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sendo variável apenas para os sorotipos S. Idikan, S. Tennesee e S. Rugosa, que apresentaram 
resultados inversos. A avaliação da resistência também foi realizada após a ressuspensão das 
células dessecadas, mas a aplicação de 60 °C por 60 minutos já causou a inativação total das 
cepas testadas (dados não mostrados). Gruzdev e colaboradores (2011) também avaliaram a 
resistência das células dessecadas após ressuspensão e os resultados obtidos foram inferiores 
em relação às células dessecadas.   
Analisando cada uma das combinações particularmente, a 90 °C por 90 minutos temos 
uma redução mínima de 0,88 log UFC/mL para S. Typhimurium e máxima de 3,38 log 
UFC/mL para S. Tennessee. Para as outras duas combinações, o sorotipo que apresentou 
menor redução foi o S. Idikan, sendo 0,82 log UFC/mL a 95 °C e 1,01 a 100 °C e a redução 
máxima obtida foi de 3,48 log UFC/mL para S. Cubana a 95 °C e 5,08 log UFC/mL para S. 
Montevideo a 100 °C. Apesar de ter ocorrido à redução da concentração de Salmonella em 
todas as combinações, esta pode ser insuficiente para garantir a segurança do alimento, uma 
vez que a salmonelose pode ocorrer mesmo em pequenas concentrações (D’Aoust et al., 
1975). Além disso, vale lembrar que para as agências reguladoras a redução mínima de 
Salmonella em alimentos de baixa aw deve ser de 4 a 5 log UFC/g ou mL (ABC, 2007; FDA, 
2009; NACMCF, 2010) 
Alguns trabalhos demonstram que a tolerância ao calor pode aumentar em relação à 
composição do alimento, por exemplo. Acredita-se que a resistência ao calor seja maior em 
alimentos ricos em gordura, açúcar e de baixa aw, como o caso de chocolate e manteiga de 
amendoim (IFT, 2003; Mattick et al., 2001; Shachar e Yaron, 2006). Isso explicaria a 
ocorrência de diferentes surtos envolvendo esse tipo de produto (CDC, 2012, 2009, 2007, 
2004). 
Inserir figura 9 
4. Conclusão 
Salmonella é um genêro composto por mais de 2500 sorotipos. Neste trabalho 
utilizamos 24 deles os quais foram isolados do ambiente, processamento e produto final da 
cadeia produtiva de soja, um alimento economicamente importante e que possui baixa aw. A 
avaliação da resistência à dessecação se faz importante, pois estes micro-organismos podem 
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ser aplicados a testes desafio realizados nas indústrias a fim de melhorar a segurança dos 
alimentos.  
Os resultados obtidos demonstraram que a resistência à dessecação é dependente do 
sorotipo e do tempo de dessecação. Além disso, em todas as situações analisadas, três cepas S. 
Havana 2310, S. Schwarzengrund 5691 e S. Agona 2305 se destacaram como mais resistentes 
em comparação com as demais avaliadas, uma vez que apresentaram as menores reduções em 
todas as condições testadas. Em relação à capacidade de recuperação das células dessecadas 
após ressuspensão, quanto menor o tempo de exposição da célula ao estresse, menor é sua 
sobrevivência, uma vez que os mecanismos de resposta ao estresse ainda estão sendo 
acionados. Além disso, acredita-se que em temperaturas mais baixas a adaptação das células a 
condição de estresse é mais lenta, uma vez que se trata de um micro-organismo mesófilo. Na 
avaliação do crescimento das cepas após a dessecação, o aumento da temperatura e do tempo 
de dessecação influenciam diretamente na sobrevivência de Salmonella; quanto maior o 
tempo de exposição e a temperatura de dessecação avaliados, maior a sobrevivência. Por fim, 
a avaliação da resistência após a aplicação de calor demonstrou que o aumento da temperatura 
de inativação, faz com que o número de reduções do micro-organismo aumente, mas mesmo 
com reduções de 4 a 5 log UFC/mL este é um fator preocupante, uma vez que a presença de 
poucas células no alimento já é suficiente para causar uma enfermidade. 
Sendo assim, medidas de controle de Salmonella continuam sendo importantes para 
garantir a segurança dos alimentos. A realização de testes desafio com as cepas testadas são 
indicados, uma vez que estas já estão adaptadas às condições das indústrias de produtos com 
baixa aw e podem assim, simular melhor as etapas de inativação microbiana durante o 
processamento do alimento. 
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Figura 1. Número de reduções de 190 cepas de diferentes sorotipos de Salmonella sp. após 
dessecação a 20 e 30 °C, por 24 h (▲) e 7 dias (○), respectivamente.  
T = 20 °C 
T = 30 °C 
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Figura 2. Número de reduções de Salmonella sp. agrupadas pelos 24 sorotipos testados após dessecação a 20 °C, por 24 h (A) e 7 dias (B) e a 30 
°C pelo mesmo período (C e D), respectivamente. 
A B 
C D 
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Figura 3. Número de reduções de Salmonella sp. agrupadas pelas 5 indústrias amostradas após dessecação a 20 °C, por 24 h (A) e 7 dias (B) e a 
30 °C pelo mesmo período (C e D) , respectivamente. 
A B 
C D 
73 
 
 
Figura 4. Número de reduções de Salmonella sp. agrupadas pela origem da amostra (ambiente externo, ambiente interno, processo e produto 
final) após dessecação a 20 °C, por 24 h (A) e 7 dias (B) e a 30 °C pelo mesmo período (C e D), respectivamente. 
A B 
C D 
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Figura 5. Avaliação da capacidade de 
recuperação de células de Salmonella sp. 
dessecadas pelo período de 24 horas (A), 7 dias 
(B) e 14 dias (C). As barras representam a 
temperatura de dessecação, sendo 20, 30 e 37 
°C, respectivamente. 
A B 
C 
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Figura 6. Avaliação da capacidade de 
crescimento das células dessecadas de 
Salmonella sp. após reidratação, incubadas a 15 
°C por 24 horas. As barras representam a 
temperatura de dessecação das células a 20, 30 e 
37 °C no período de 24 horas (A), 7 dias (B) e 
14 dias (C). 
 B A 
C 
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Figura 7. Avaliação da capacidade de crescimento 
das células dessecadas de Salmonella sp. após 
reidratação, incubadas a 25 °C por 24 horas. As 
barras representam a temperatura de dessecação 
das células a 20, 30 e 37 °C no período de 24 horas 
(A), 7 dias (B) e 14 dias (C).  
A B 
C 
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Figura 9. Número de reduções de Salmonella sp. após dessecação e aplicação de calor. As 
barras correspondem ao binômio 90 °C/90 min., 95 °C/60 min. e 100 °C/60 min. 
respectivamente. 
Figura 8. Avaliação da capacidade de 
crescimento das células dessecadas de 
Salmonella sp. após reidratação, incubadas a 37 
°C por 24 horas. As barras representam a 
temperatura de dessecação das células a 20, 30 e 
37 °C no período de 24 horas (A), 7 dias (B) e 
14 dias (C).  
 
 
A B 
C 
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Tabela 1. Cepas de Salmonella sp.  isoladas em diferentes locais da cadeia produtiva da soja  
nº IOC Sorotipo Indústria Local nº IOC Sorotipo Indústria Local 
4194 Abony A AI 2334 Lexington C PF 
5706 Abony E PF 4238 Mbandaka A PF 
2325 Agona A PF 4240 Mbandaka A P 
5641 Agona A AI 4244 Mbandaka A P 
5650 Agona A AI 4246 Mbandaka A AE 
2228 Agona A AI 4113 Mbandaka A AI 
5610 Agona B AE 4125 Mbandaka A AI 
5612 Agona B AI 5614 Mbandaka A AE 
5627 Agona B AI 4142 Mbandaka A AI 
5646 Agona B AI 4154 Mbandaka A P 
5676 Agona B AI 4189 Mbandaka A P 
2305 Agona B AI 4193 Mbandaka A AI 
5721 Agona C PF 5594 Mbandaka B AE 
2261 Agona D AE 4117 Mbandaka B AI 
2267 Agona D AI 4132 Mbandaka B AI 
5620 Agona D AI 4135 Mbandaka B AI 
5632 Akuafo A AI 4150 Mbandaka B AI 
5638 Akuafo A AI 4234 Mbandaka B P 
5645 Akuafo A AI 4235 Mbandaka B AE 
4268 Akuafo A AI 4251 Mbandaka B AI 
5603 Akuafo A AE 5666 Mbandaka B AI 
5604 Akuafo A AI 2354 Mbandaka C PF 
5605 Akuafo A AI 2363 Mbandaka C PF 
4143 Akuafo A AI 4208 Mbandaka D AI 
5598 Akuafo B AE 4214 Mbandaka D AE 
4265 Akuafo E P 4223 Mbandaka D P 
2322 Anatum A PF 4253 Mbandaka D AE 
5717 Anatum C PF 4256 Mbandaka D AI 
2349 Anatum C PF 4272 Mbandaka D AE 
5669 Anatum D AE 4261 Mbandaka E P 
5673 Anatum D AI 2313 Mbandaka E PF 
2270 Bredeney D AI 2317 Mbandaka E PF 
2272 Bredeney D AI 5703 Mbandaka E PF 
2273 Bredeney D AI 2295 Montevideo A AI 
2280 Brooklyn A AI 5607 Montevideo A AI 
2281 Brooklyn A AI 2249 Montevideo A AI 
2282 Brooklyn A AI 2252 Montevideo A AI 
4109 Cubana A AE 2296 Montevideo B AE 
4120 Cubana A AE 5677 Montevideo B AI 
4124 Cubana A AI 5684 Montevideo B AI 
4126 Cubana A AI 5690 Montevideo B AE 
4160 Cubana A AE 5720 Montevideo C PF 
4174 Cubana A AI 2266 Montevideo D AI 
4177 Cubana A AI 5714 Morehead C PF 
4145 Cubana B AE 5715 Morehead C PF 
2364 Cubana C PF 5716 Morehead C PF 
4205 Cubana D AI 5728 Morehead C PF 
4209 Cubana D AI 5651 Ohio A AI 
2218 Derby A AI 5653 Ohio A AI 
5592 Derby A AI 5615 Ohio A AE 
5599 Derby A AI 5624 Ohio B AI 
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5601 Derby A AI 5659 Ohio B AE 
2247 Derby A AI 5685 Ohio B AI 
5593 Derby B AE 5688 Ohio B AE 
2265 Derby D AI 5694 Ohio B AI 
2224 enterica (O:16) A AE 5713 Ohio C PF 
2255 enterica (O:3,10) A AI 2320 Rugosa A PF 
2277 enterica (O:3,10) B AE 2294 Rugosa A AI 
2274 enterica (O:3,10) D AE 2226 Rugosa A AE 
2238 
enterica 
(O:3,10:e,h:-) 
A AE 2246 Rugosa A AI 
2321 enterica (O:6,7) A PF 2356 Rugosa C PF 
2254 enterica (O:6,7) A AI 4225 Rugosa D P 
2263 enterica (O:6,7) D AI 2285 Rugosa D AI 
2316 enterica (O:6,7) E PF 2286 Rugosa D AI 
5613 enterica (O:4,5) B AI 5668 Rugosa D AE 
2307 Havana A PF 5702 Rugosa E PF 
2308 Havana A PF 5691 Schwarzengrund B AI 
2310 Havana A PF 4273 Schwarzengrund D AE 
2220 Heidelberg A AI 2319 Senftenberg A PF 
4121 Heidelberg A AI 2229 Senftenberg A AI 
2232 Heidelberg B AE 2336 Senftenberg C PF 
2279 Heidelberg B AI 5648 Senftenberg D AI 
4252 Heidelberg B AI 4269 Tennessee A AI 
2337 Heidelberg C PF 4128 Tennessee A AI 
2340 Heidelberg C PF 4158 Tennessee A AE 
2262 Heidelberg D AI 4274 Tennessee B AE 
2271 Heidelberg D AI 5680 Tennessee B AE 
2350 Idikan C PF 5681 Tennessee B AE 
2351 Idikan C PF 5682 Tennessee B AE 
2352 Idikan C PF 4217 Tennessee D AI 
2353 Idikan C PF 2326 Typhimurium A PF 
2355 Idikan C PF 4137 Typhimurium A AE 
2223 Infantis A AE 4169 Typhimurium A AI 
4130 Infantis A AI 5711 Typhimurium C PF 
2309 Infantis A PF 2328 Typhimurium C PF 
2221 Infantis B AE 2330 Typhimurium C PF 
4116 Infantis B AI 2358 Typhimurium C PF 
2237 Infantis B AI 4254 Typhimurium D AE 
2302 Infantis B AI 4255 Typhimurium D AE 
2327 Infantis C PF 4258 Typhimurium D AI 
2259 Infantis D AE 4105 Worthington A AE 
4262 Infantis E P 4111 Worthington A AI 
4263 Infantis E P 4123 Worthington A AI 
2332 Lexington C PF 4167 Worthington A AE 
2333 Lexington C PF 4173 Worthington A AI 
Local: AI = ambiente interno; AE = ambiente externo; P = processo; PF = produto final 
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Tabela 2. Cepas selecionadas para avaliação da capacidade de recuperação e crescimento após 
reidratação 
nº IOC Sorotipo Indústria Local nº IOC Sorotipo Indústria Local 
4194 Abony A AI 4116 Infantis B AI 
2228 Agona A AI 2332 Lexington C PF 
5598 Akuafo B AE 4125 Mbandaka A AI 
5717 Anatum C PF 5607 Montevideo A AI 
2272 Bredeney D AI 5715 Morehead C PF 
2280 Brooklyn A AI 5615 Ohio A AE 
4126 Cubana A AI 2226 Rugosa A AE 
5592 Derby A AI 5691 Schwarzengrund B AI 
2224 enterica (O:16) A AE 2229 Senftenberg A AI 
2307 Havana A PF 4128 Tennessee A AI 
2232 Heidelberg B AE 4137 Typhimurium A AE 
2350 Idikan C PF 4123 Worthington A AI 
Local: AI = ambiente interno; AE = ambiente externo; P = processo; PF = produto final 
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Tabela 3. Cepas de diferentes sorotipos de Salmonella sp. não detectados nos testes de 
dessecação após 24 h e 7 dias.  
Sorotipo Salmonella Condição Sorotipo Salmonella Condição 
Abony IOC 5706 30 °C/7 dias 
Infantis IOC 2327 
20 °C/7 dias e 30 
°C/7 dias 
Agona IOC 5612 30 °C/7 dias Infantis IOC 4116 30 °C/7 dias 
Agona IOC 5721 30 °C/7 dias Lexington IOC 2332 30 °C/7 dias 
Akuafo IOC 5598 30 °C/7 dias Lexington IOC 2333 30 °C/7 dias 
Anatum IOC 5669 20 °C/7 dias Lexington IOC 2334 30 °C/7 dias 
Anatum IOC 5717 30 °C/7 dias Mbandaka IOC 2313 30 °C/7 dias 
Cubana IOC 4109 30 °C/7 dias Mbandaka IOC 4113 30 °C/7 dias 
Cubana IOC 4124 30 °C/7 dias Mbandaka IOC 4132 30 °C/7 dias 
Cubana IOC 4126 30 °C/7 dias Mbandaka IOC 4189 30 °C/24 h 
Cubana IOC 4174 30 °C/24 h Mbandaka IOC 4208 30 °C/7 dias 
Cubana IOC 4177 30 °C/24 h Mbandaka IOC 5594 30 °C/7 dias 
Cubana IOC 4209 30° C/7 dias Mbandaka IOC 5614 30 °C/7 dias 
Derby IOC 2265 30° C/7 dias Montevideo IOC 2266 30 °C/7 dias 
enterica (O:3,10) IOC 
2238 
30° C/7 dias 
Montevideo IOC 5607 
30 °C/24 h 
enterica (O:3,10) IOC 
2277 
30 °C/7 dias 
Morehead IOC 5728 
20 °C/7 dias 
enterica (O:6,7) IOC 
2263 
30 °C/7 dias 
Ohio IOC 5713 
30 °C/7 dias 
Heidelberg IOC 2232 30 °C/7 dias Rugosa IOC 2356 30 °C/7 dias 
Heidelberg IOC 2262 30 °C/7 dias Typhimurium IOC 2328 30 °C/24 h 
Idikan IOC 2351 20° C/7 dias e 30 
°C/7 dias 
Typhimurium IOC 2330 
30 °C/7 dias 
Idikan IOC 2352 30 °C/7 dias Senftenberg IOC 2229 30 °C/24 h 
Idikan IOC 2355 20 °C/7 dias e 30 
°C/7 dias 
Worthington IOC 4105 
30 °C/7 dias 
Infantis IOC 2221 30 °C/7 dias Worthington IOC 4123 30 °C/7 dias 
Infantis IOC 2259 30 °C/7 dias Worthington IOC 4173 30 °C/24 h 
Infantis IOC 2302 30 °C/7 dias   
 
Tabela 4. Níveis descritivos de probabilidade do teste F da análise de variância para a 
contagem (log) de Salmonella sp. 
Análise de variância 
Efeito Pr > F 
Sorotipo <0,0001 
Tempo <0,0001 
Temperatura 0,0986 
Tempo×Temperatura 0,2388 
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Tabela 5. Médias das reduções decimais, erros-padrão e níveis descritivos de probabilidade do 
teste F para as variáveis avaliadas. 
Temperatura (°C) 
Tempo 
Pr > F 
Média de 
temperatura 24h 7d 
20 2,076±0,05 3,387±0,056 <0,0001 2,715±0,052 
30 2,099±0,061 3,535±0,080 <0,0001 2,750±0,063 
Pr > F 0,7287 0,0523 - 0,0986 
Média de tempo 2,087±0,041 3,454±0,048 <0,0001 - 
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DISCUSSÃO GERAL 
A partir dos inóculos secos obtidos, percebeu-se que a sobrevivência de Salmonella esta 
ligada ao meio em que foi preparado o inóculo seco e a temperatura em que ele foi 
armazenado. As amostras armazenadas a 4 °C apresentaram uma sobrevivência mais 
prolongada. Dentre os quatro veículos utilizados, a areia fina e a comum armazenadas a 4 °C 
foram os mais estáveis, uma vez que o tempo para ocorrer à primeira redução decimal (δ) das 
células foi de 118 e 124 dias, respectivamente.  A estabilidade dos outros dois veículos foi 1/3 
da areia, sendo em torno de 46 dias para ambos. Considerando o armazenamento a 25 °C, o 
carbonato de cálcio foi o veículo em que a Salmonella sobreviveu por mais tempo, total de 
150 dias, mas o aparecimento de crescimento fúngico a partir do 30° dia de armazenamento 
inviabiliza o inóculo seco para testes desafio e outras aplicações. Os inóculos a partir da areia 
tiveram sobrevivência detectada em até 90 dias de armazenamento nesta temperatura, sendo 
seu valor D próximo a 20 dias.  
Estudos já publicados também demonstram a capacidade de sobrevivência de 
Salmonella nesses veículos, e a areia é o veículo que tem apresentado os melhores resultados 
encontrados de sobrevivência, variando de 170 (BLESSINGTON; THEOFEL; HARRIS, 
2013) a 480 dias (SHRESTHA; NUMMER, 2016), quando armazenadas a 4 °C, sendo a 
redução máxima em torno de 2 log UFC/g. Alguns trabalhos relatam que a sobrevivência de 
Salmonella no inóculo seco vai variar em relação ao tipo do alimento ao qual ele for 
inoculado para realização do teste desafio, uma vez que a composição do alimento, bem como 
suas características intrínsecas seriam responsáveis por sua redução ou sobrevivência 
(BEUCHAT; MANN, 2015). 
Em relação ao preparo do inóculo seco, todas as amostras decairam cerca de 1 a 2 log 
UFC/g quando foram secas. Essa redução também esteve presente no estudo de Shrestha e 
Nummer (2016) que utilizou a areia como veículo, mas alguns estudos tiveram uma queda de 
até 2,5 log UFC/g durante a secagem (BLESSINGTON; THEOFEL; HARRIS, 2013; 
BOWMAN et al., 2015). O inóculo preparado com o carbonato de cálcio foi o que apresentou 
maior dificuldade de homogeneização, pois formam aglomerados que dificultam sua 
pulverização, o que também já foi relatado em estudo anterior (BLESSINGTON; THEOFEL; 
HARRIS, 2013).  
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Considerando as variáveis presentes no preparo do inóculo, os resultados da análise de 
variância demostraram que para as amostras armazenadas a 4 °C os fatores veículo 
(p=0,0006) e tempo de armazenamento (p<0,0001) apresentaram diferenças significativas, 
além da combinação veículo × tempo (p = 0,0097). Para as amostras armazenadas a 25 °C o 
mesmo comportamento foi observado, sendo os valores p iguais a 0,0007 e menores que 
0,0001, respectivamente. Em relação à aw verificou-se que ela não influencia na estabilidade 
do inóculo. 
Para os testes de resistência foram escolhidas 190 cepas de diferentes sorotipos de 
Salmonella isoladas de diversos pontos da cadeia produtiva da soja, pois o objetivo do 
trabalho era verificar se o fato das cepas já estarem adaptadas a uma condição de baixa aw 
influenciaria na resistência à dessecação. Foram utilizadas as temperaturas de 20 e 30 °C para 
dessecação das cepas e em ambas as temperaturas analisadas, a maioria das cepas inativaram, 
exceto para as cepas  S. Havana IOC 2310, S. Ohio IOC 5694, S. Schwarzengrund IOC 5691 e 
S. Agona IOC 2305, que ao serem submetidas à dessecação a 20°C por 24h praticamente não 
alteraram sua contagem. Estas mesmas cepas também não apresentaram uma inativação 
significativa ao serem dessecadas a 30 °C por 24 h. Além destas cepas mencionadas, a S. 
Morehead 5716 e S. Mbandaka 2354 tiveram este comportamento. Em relação ao tempo de 
dessecação, algumas cepas não foram detectadas, o que pode indicar uma menor resistência à 
condição de estresse aplicada, mas o limite de detecção (10² UFC/mL) e a recuperação das 
cepas são situações que também devem ser consideradas. No entanto, esses resultados devem 
ser considerados ao realizar uma seleção de qual cepa trabalhar em um experimento futuro. 
As cepas que não foram detectadas estão discriminadas na Tabela 3 e destaca-se o sorotipo S. 
Lexington que foi o único a não ser detectada após os 7dias de dessecação em ambas as 
temperaturas analisadas.  
Ao agrupar os resultados obtidos, em sorotipo, indústria e origem da amostra, a 
tendência do número de reduções nas temperaturas e tempo analisados é a mesma. Para 
avaliar quais componentes tinham mais influencia na resistência à dessecação das cepas 
testadas foi realizada uma análise de variância na qual se verificou que apenas o sorotipo e o 
tempo de dessecação possuem diferenças significativas em relação à contagem de Salmonella 
sp. após a dessecação (p<0,0001). Neste caso a aw não foi considerada, pois não houve 
diferenças entre as temperaturas e tempos utilizados. 
85 
 
Em relação aos resultados para dessecação, três cepas S. Havana 2310, S. 
Schwarzengrund 5691 e S. Agona 2305 se destacaram como mais resistentes (potencialmente) 
durante a aplicação de todas as condições, uma vez que apresentaram as menores reduções em 
todas as condições avaliadas em comparação com as demais cepas.  
Nos testes de resistência à aplicação de calor das cepas dessecadas, todas apresentaram 
um perfil de inativação, sendo a combinação 100°C por 60 minutos a que apresentou a maior 
redução quando comparamos as três combinações de tempo/temperatura. Gruzdev e 
colaboradores (2011) também avaliaram a resistência das células dessecadas após 
ressuspensão e os resultados obtidos foram inferiores em relação as células dessecadas. Em 
relação à capacidade de recuperação e crescimento das cepas após a dessecação, o aumento da 
temperatura e do tempo de dessecação influenciam diretamente na sobrevivência de 
Salmonella; quanto maior o tempo de exposição e a temperatura avaliado, maior a 
sobrevivência.  
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CONCLUSÃO GERAL 
A padronização do inóculo seco é uma das principais dificuldades da indústria para 
execução dos testes desafios. A escolha do veículo e das cepas a serem utilizadas são os 
fatores mais relevantes para o preparo do inóculo, uma vez que ele deve ser estável e as cepas 
devem estar adaptadas às condições de estresse que serão submetidas, para que possam ser 
detectadas ao longo de toda a duração do teste desafio. Sendo assim, a areia foi o veículo mais 
estável para a sobrevivência de Salmonella sp., juntamente com a temperatura de 
armazenamento de 4 °C.  
A avaliação do comportamento microbiano frente a diferentes condições de estresse é 
um importante fator para assegurar a inocuidade dos alimentos. Diante disso, diferentes cepas 
de 24 sorotipos de Salmonella sp. foram submetidas a condições de estresse térmico e de 
dessecação, a fim de verificar como a variabilidade sorotípica influenciaria na sobrevivência 
de Salmonella. Os resultados demostraram que a resistência à dessecação é dependente do 
sorotipo e do tempo de dessecação, sendo três deles indicados como os mais resistentes S. 
Havana 2310, S. Schwarzengrund 5691 e S. Agona 2305. Já para o estresse térmico, todas as 
cepas foram inativadas independente do tempo e da temperatura aplicados, mas esta 
inativação ainda pode ser ineficiente, uma vez que a maioria dos sorotipos testados não 
atingiu o número mínimo de reduções de 5 log UFC/g ou mL de Salmonella sp. exigidos 
pelas agências reguladoras de alimentos.   
Portanto, este trabalho pode contribuir no melhoramento das medidas de controle que 
asseguram a qualidade de alimentos de baixa atividade de água, uma vez que permite agregar 
os resultados obtidos para a preparação de um inóculo seco a cepas de Salmonella sp. que 
apresentam maior resistência frente aos estresses aplicados.  
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